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ABSTRAK 
ENDANG JAYANTI SYARIF. O 111 11 110. Visualisasi Deposit Logam Berat 
Timbel (Pb) Pada Organ Hati Ikan Bandeng Dengan Pewarnaan Rhodizonate 
Melalui Metode Histoteknik. Dibimbing Oleh DWI KESUMA SARI dan 
AKBAR TAHIR. 
 
Kecamatan Labakkang Kabupaten Pangkep merupakan salah satu daerah 
penghasil ikan bandeng terbesar di provinsi Sulawesi Selatan. Penelitian 
sebelumnya yang telah dilakukan tentang identifikasi logam berat timbel (Pb) dan 
kadmiun (Cd) terhadap daging Ikan bandeng  menunjukkan data positif terhadap 
logam berat timbel (Pb) dengan metode pengujian AAS. Sehingga menjadi latar 
belakang penulis untuk melakukan penelitian terhadap organ hati ikan bandeng 
dengan menggunakan metode histoteknik yaitu pewarnaan Rhodizonate untuk 
melihat keberadaan logam berat timbel (Pb). Penelitian ini dilakukan pada april 
sampai agustus 2015. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui akumulasi 
logam berat timbel (Pb) pada organ hati ikan bandeng dan mengetahui kondisi 
hati ikan bandeng akibat adanya logam berat timbel (Pb). Jumlah sampel 6 ekor. 
Terlebih dahulu melakukan nekropsi ikan dan memisahkan organ hati untuk 
pengamatan histopatologi yaitu dengan pewarnaan Rhodizonate untuk melihat 
akumulasi logam berat timbel (Pb) dan pewarnaan Haematoksilin Eosin untuk 
melihat kerusakan jaringan hati ikan bandeng. Hasil penelitian menunjukkan efek 
toksik timbel (Pb) terhadap hati ikan bandeng menunjukkan adanya warna coklat 
mengandung timbel (Pb), ditunjukkan dengan adanya kerusakan pada sel hati 
berupa degenerasi melemak, degenerasi hidrofilik, edema hepatosit, karyolisis dan 
kongesti. Dengan demikian hasil penelitian menunjukkan akumulasi logam timbel 
(Pb) berpengaruh terhadap struktur jaringan hati ikan bandeng yaitu menyebabkan 
kerusakan pada tingkat ringan sampai berat. Saran untuk penelitian selanjutnya 
perlu dilakukan penelitian untuk melihat akumulasi logam berat terhadap daging 
ikan bandeng dengan pewarnaan Rhodizonate. 
 
Kata kunci : Hati, Ikan bandeng, Histologi, Logam berat, Rhodizonate, 
Pangkajene. 
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ABSTRACT 
ENDANG JAYANTI SYARIF. O 111 11 110. Visualization Heavy Metal Lead 
(Pb) Deposit On Liver Organ milkfish With Rhodizonate Staining Method 
Through Histoteknik. Guided by DWI KESUMA SARI dan AKBAR TAHIR. 
 
Subdistrict Labakkang Pangkep is one of the largest producer of fish in the 
province of South Sulawesi. Previous research has been done on the identification 
of the heavy metals lead (Pb) and kadmiun (Cd) of the meat milkfish showed 
positive data for the heavy metals lead (Pb) with AAS testing methods. Thus 
become the background writer to do research on liver fish using that method of 
staining Rhodizonate histoteknik to see 
 where the heavy metals lead (Pb). This research was conducted in April 
until August 2015. The purpose of this study was to determine the accumulation 
of heavy metals lead (Pb) in fish liver and fish liver determine the condition due to 
the heavy metals lead (Pb). The number of samples 6 tail. First doing a fish 
necropsy and separating the liver for histopathological observation that the 
staining Rhodizonate to see the accumulation of heavy metals lead (Pb) and eosin 
staining Haematoksilin to see fish liver tissue damage. The results showed the 
toxic effects of lead (Pb) against liver fish showed a brown color containing lead 
(Pb), indicated by the damage to the liver cell degeneration such melemak, 
hydrophilic degeneration, hepatocyte edema, karyolisis and congestion. Thus the 
results showed accumulation of the metal lead (Pb) effect on the structure of fish 
liver tissue that is causing damage to mild to severe. Suggestions for further 
research needs to be done research to see the accumulation of heavy metals to 
flesh fish with Rhodizonate staining. 
 
Key words : Heart, milkfish, histology, heavy metals, Rhodizonate, Pangkajene. 
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1.1 PENDAHULUAN 
 
1.2 Latar Belakang 
 
Dengan diketahuinya kadar timbel (Pb) pada ikan bandeng yang 
dibudidayakan pada tambak di Gresik, dapat ditentukan keamanannya untuk 
dikonsumsi (foodsafety). Selain itu diketahuinya kadar timbel (Pb) pada air dan 
sedimen tambak, maka dapat ditentukan kelayakan tambak tersebut sebagai area 
budidaya ikan bandeng (Biosafety) (Purnomo & Muhyiddin, 2007). 
Bandeng adalah ikan pangan populer di Asia Tenggara. Sejak lama 
bandeng dipercaya bisa meningkatkan kesehatan otak. Sayangnya tingkat 
konsumsi ikan di Indonesia masih sangat rendah. Yakni rata-rata dibawah 30 kg 
per orang jauh dibanding jepang. Ikan bandeng disukai sebagai makanan karena 
rasanya gurih, rasa daging netral tidak asin seperti ikan laut dan tidak mudah 
hancur  dimasak. 
Ikan bandeng dibedakan menjadi dua jenis yakni ikan bandeng biasa 
(Chanos chanos Forsk) dan ikan bandeng seleh. Ikan bandeng biasa memiliki 
tubuh panjang, mata agak kecil dan kepala lonjong. Ikan bandeng seleh tubuhnya 
agak pendek, mata lebar dan sulit dibesarkan. Terdapat tiga jenis ikan bandeng, 
yaitu bandeng biasa (Chanos chanos Forsk), bandeng lelaki atau payus (Elops 
hawaiensis) dan bandeng celurut (Albula vulpes). 
Protein bandeng cukup tinggi. Kondisi ini menjadikan bandeng sangat 
mudah dicerna oleh semua usia untuk mencukupi kebutuhan protein tubuh, 
menjaga dan memelihara kesehatan serta mencegah penyakit akibat kekurangan 
zat gizi mikro. 
Logam berat dalam air mudah terserap dan menumpuk (terakumulasi) 
tertimbun dalam fitoplankton yang merupakan titik awal dari rantai makanan, 
selanjutnya melalui rantai makanan sampai ke organisme pemangsa lainnya. 
Kadar logam berat dalam air selalu berubah-ubah tergantung pada saat 
pembuangan limbah, tingkat kesempurnaan pengelolaan limbah dan musim. 
Logam berat yang terikat dalam sedimen relatif sukar untuk lepas dan kembali 
terlarut dalam air, sehingga semakin banyak jumlah sedimen maka semakin besar 
kandungan logam berat di dalamnya. 
Unsur-unsur logam berat dapat masuk ke dalam tubuh manusia melalui 
makanan dan minuman serta pernafasan dan kulit. Peningkatan kadar logam berat 
dalam air laut akan diikuti oleh peningkatan logam berat dalam tubuh ikan dan 
biota lainnya, sehingga pencemaran air laut oleh logam berat akan mengakibatkan 
ikan yang hidup di dalamnya tercemar. Pemanfatan ikan-ikan ini sebagai bahan 
makanan akan membahayakan kesehatan manusia.  
Timbel (Pb) merupakan salah satu logam berat non essensial yang sangat 
berbahaya dan dapat menyebabkan keracunan (toksisitas) pada makhuk hidup. 
Racun ini bersifat kumulatif, artinya sifat racunnya akan timbul apabila 
terakumulasi dalam jumlah yang cukup besar dalam tubuh makhluk hidup. Timbel 
(Pb) terdapat dalam air karena adanya kontak antara air dengan tanah atau udara 
tercemar timbel (Pb), air yang tercemar oleh limbah industri atau akibat korosi 
pipa. Akumulasi logam berat sebagai logam beracun pada suatu perairan 
merupakan akibat dari muara aliran sungai yang mengandung limbah. 
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Timbel (Pb) diabsorbsi ikan bandeng dari lingkungan air atau pakan yakni 
fitoplankton, zooplankton dan tumbuhan renik yang sudah terakumulasi timbel 
(Pb) dan akan terikat dengan protein (ligand binding) pada jaringan tubuhnya. 
Pengambilan awal timbel (Pb) oleh organisme air dapat melalui tiga proses utama 
yakni melalui alat pernafasan (insang), permukaan tubuh, dan dari makanan atau 
air melalui sistem pencernaan.  
Keberadaan zat toksik dapat mempengaruhi struktur histologi hati 
sehingga dapat mengakibatkan patologis hati seperti pembengkakan sel, rangkaian 
nekrosis atau bridging necrosis, degenarasi intralobular dan fokal nekrosis, 
fibrosis, dan cirrhosis. Penelitian mengenai histopatologi hati ini pernah 
dilakukan oleh Hidayati, dkk (2009) dengan uji skala laboratorium menggunakan 
ikan bandeng (Chanos chanos) yang dipelihara dalam air yang mengandung 
lumpur Sidoarjo. Hasil menunjukkan ikan bandeng (Chanos chanos) mengalami 
gejala histopatologis berupa pembengkakan sel, kehilangan integritas pembuluh 
darah kapiler (sinusoid) yang merupakan percabangan dari vena porta dan arteri 
hepatica dan nekrosis. Dan sebelumnya telah dilakukan penelitian mengenai 
identifikasi logam berat kadmiun (Cd) dan timbel (Pb) terhadap daging ikan 
bandeng di Kecamatan Labakkang Kabupaten Pangkep dengan menggunakan 
pengujian Atomic Absorbtion Spectrophotometri (AAS) yang menunjukkan hasil 
bahwa sampel daging ikan bandeng positif terkontaminasi logam berat timbel (Pb) 
dan negatif terhadap logam berat kadmiun (Cd). Oleh karena itulah, organ hati 
sangat rentan terhadap pengaruh kontaminan sehingga perlu adanya penelitian 
lanjutan dalam skala lapangan pada daerah tambak Kecamatan Labakkang 
Kabupaten Pangkep yang terpapar logam berat timbel (Pb).  
Aktivitas industri yang cenderung menghasilkan zat-zat pencemar yang 
berbahaya menyebabkan terganggunya ikan jenis ini. Hal ini tidak lepas dari 
kegiatan manusia yang bila ditinjau dari dampak lingkungan secara langsung atau 
tidak langsung maka akan mempengaruhi organisme perairan. Dampak negatif 
yang dapat ditimbulkan oleh aktivitas manusia adalah pencemaran berbagai bahan 
essensial dan non essensial yang dapat terjadi pada badan air dalam lingkungan 
perairan (Palar, 1994). Salah satu bahan pencemar yang dapat menimbulkan 
bahaya khususnya bagi ikan adalah logam berat. Hal ini dapat terjadi jika 
sejumlah logam telah mencemari dan ditemukan dalam konsentrasi tinggi dalam 
perairan. 
Berdasarkan uraian di atas maka Kecamatan Labakkang Kabupaten 
Pangkep merupakan salah satu daerah penghasil ikan bandeng. Mengingat 
tingginya minat masyarakat untuk mengkonsumsi ikan bandeng dan bahaya 
timbel (Pb) terhadap kesehatan maka penelitian ini perlu dilakukan. Tingkat 
konsumsi ikan bandeng sangat tinggi di masyarakat Sulawesi Selatan sedangkan 
diketahui bahwa lokasi dari budidaya produksi ikan bandeng tidak jauh dari 
industri semen Portland PT. Semen Tonasa dan lainnya. Dengan merujuk pada 
penelitian sebelumnya yang telah dilakukan terhadap daging ikan bandeng yang 
terkontaminasi logam berat timbel (Pb) pada Kecamatan Labakkang Kabupaten 
Pangkep maka peneliti berinisisatif untuk melanjutkan penelitian ini dengan 
melakukan penelitian terhadap organ hati ikan bandeng yang terkontaminasi 
logam berat timbel (Pb) untuk melihat adanya kerusakan dan akumulasi logam 
berat timbel (Pb) dengan menggunakan metode histoteknik. 
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1.2  Rumusan Masalah 
 
Rumusan masalah dalam penelitian adalah : 
1. Bagaimanakah visualisasi deposit logam berat timbel (Pb) pada organ hati ikan 
bandeng yang diberikan pewarnaan rhodizonate melalui metode histoteknik ? 
2. Bagaimana visualisasi histopatologi organ hati ikan bandeng yang 
terkontaminasi logam berat timbel (Pb) dengan pewarnaan haematoksilin eosin 
melalui metode histoteknik? 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
 
Tujuan penelitian ini adalah  : 
1. Untuk mengetahui apakah terdapat deposit  logam berat timbel (Pb) pada organ 
hati ikan bandeng yang diberikan pewarnaan rhodizonate dengan metode 
histoteknik. 
2. Untuk mengetahui  visualisasi  histopatologi jaringan hati ikan bandeng yang 
telah terkontaminasi logam berat timbel (Pb) dengan pewarnaan haematoksilin 
eosin melalui metode histoteknik. 
 
1.4 Manfaat Penelitian 
 
Manfaat penelitian ini adalah : 
1. Sebagai bahan edukasi untuk masyarakat tentang bahaya akumulasi logam 
berat pada organ hati ikan bandeng. 
2. Sebagai informasi awal untuk pengembangan ilmu.  
 
1.5 Hipotesis Penelitian 
 
Hipotesis penelitian ini adalah terdapat deposit logam berat timbel (Pb) 
dan perubahan histopatologi pada hati ikan bandeng yang dapat dibuktikan 
melalui metode histoteknik. 
 
1.6 Keaslian Penelitian 
 
Penelitian mengenai visualisasi deposit logam berat pada organ hati ikan 
bandeng dengan pewarnaan rhodizonate melalui metode histoteknik yang belum 
pernah dilakukan. Penelitian serupa pernah dilakukan yaitu penelitian yang 
menyebutkan kandungan timbel (Pb) sebesar 0,041 ppm pada ikan bandeng di 
tambak kecamatan Gresik (Purnomo & Muhyiddin, 2007), adanya kandungan 
logam berat timbel (Pb) pada daging ikan Nila pada air limbah di instalasi 
pengolahan air limbah Bantul-Yogyakarta (Wiryani & Setyowati, 2005). Logam 
timbel (Pb) berpengaruh terhadap struktur jaringan hati ikan kerapu bebek 
(Cromileptes altivelis) yaitu dapat menyebabkan kerusakan berupa degenerasi 
lemak, degenerasi hidrofik, hemoragi, kongesti dan nekrosis hepatitis (Silviany, 
2004). Pengaruh timbel terhadap Morfologi dan Histologi Hati Ikan Mas 
(Cyprinus carpio). Pola sebaran akumulasi timbel (Pb) bergerombol dan 
akumulasi, kadmiun (Cd) tersebar secara acak pada sel jaringan tulang sirip keras 
ikan yang sama memicu morfologi abnormal (Harteman, 2012). 
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2 TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1  Ikan Bandeng 
Ikan bandeng (Chanos chanos) merupakan salah satu komoditas unggulan 
Provinsi Sulawesi Selatan. Hal ini didukung oleh rasa daging yang enak dan nilai 
gizi yang tinggi sehingga memiliki tingkat komsumsi yang tinggi (Syamsuddin, 
2010). Ikan bandeng merupakan salah satu ikan laut yang memiliki potensi untuk 
dibudidayakan di tambak. Jenis ikan ini mampu mentolerir  salinitas perairan yang 
luas (0-158 ppt) sehingga digolongkan sebagai ikan  euryhaline. Ikan bandeng 
mampu beradaptasi terhadap perubahan lingkungan, seperti suhu, pH dan 
kekeruhan air serta tahan terhadap serangan penyakit (Ghufron, M., & Kardi, 
1997). 
 
2.1.1 Karakteristik dan Klasifikasi Ikan Bandeng 
Ikan ini memiliki karakteristik badan langsing, sisik seperti kaca, serta 
daging berwarna putih. Ikan bandeng mendapat julukan ikan  milkfish  karena 
mempunyai daging berwarna putih,  seperti susu dan rasanya pulen. Ikan ini 
memiliki keunikan mulutnya tidak bergigi  dan makanannya tumbuh-tumbuhan di 
dasar laut. Selain itu, panjang usus ikan bandeng sembilan kali dari panjang  
tubuhnya (Murtidjo BA, 2001). Klasifikasi ikan bandeng menurut (Saanin H 
1984) adalah sebagai berikut : 
Phylum   :   Chordata 
Sub phylum  :   Vertebrata 
Kelas   :   Pisces 
Sub kelas  :    Teleostei 
Ordo   :    Malacopterigii 
Famili   :    Chanidae 
Genus   :    Chanos 
Spesies  :    Chanos chanos 
 
 
 
 
Gambar 1. Ikan Bandeng (Chanos-chanos) (FAO, 2011) 
 
Ciri-ciri ikan bandeng adalah badan memanjang berbentuk torpedo, padat, 
kepala tanpa sisik, mulut kecil di ujung kepala dengan rahang tanpa gigi dan 
lubang hidung terletak didepan mata, mata diselaputi oleh selaput bening, sirip 
punggung terletak jauh di belakang tutup insang dan sirip anus terletak jauh di 
belakang sirip punggung (Junianto, 2002). 
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Ikan bandeng jika berada dilaut panjangnya dapat mencapai 1 m, tetapi 
dalam tambak ikan tersebut tidak dapat melebihi ukuran 50 cm. Pada beberapa 
ikan bandeng tercium bau lumpur. Bau lumpur ini disebabkan oleh salinitas 
perairan tempat bandeng itu dipelihara rendah dan makanan yang tersedia 
bercampur lumpur. Umumnya ikan bandeng yang berbau lumpur mempunyai 
punggung yang agak putih sedangkan yang tidak berbau lumpur punggungnya 
agak gelap (Junianto, 2002). 
Bandeng merupakan salah satu komoditas potensial dalam usaha 
diversifikasi budidaya yang tahan terhadap perubahan lingkungan guna 
mempertahankan produktivitas tambak. Bandeng memiliki beberapa keunggulan 
antara lain mudah dalam pemeliharaannya. Untuk keberhasilan dalam melakukan 
budidaya pembesaran bandeng secara tradisional dapat diperhatikan beberapa 
aspek antara lain: pemilihan lokasi, persiapan tambak, penebaran nener, 
pemberian pakan, dan pengaturan air. Bandeng memiliki keunggulan komparatif 
dan strategis dibandingkan dengan komoditas perikanan lain ditambak karena : 
1. Teknologi pembenihan dan pembesarannya telah dikuasai dan berkembang 
dimasyarakat. 
2. Kebutuhan prasyarat kurang memerlukan kriteria kelayakan yang tinggi dan 
toleran terhadap perubahn kualitas lingkungan. 
3. Preferensi masyarakat untuk mengkomsumsi bandeng cukup tinggi 
4. Sumber protein ikan yang potensial bagi pemenuhan gizi masyarakat. 
Ikan bandeng disukai sebagai makanan karena rasanya gurih, rasa daging 
netral tidak asin seperti ikan laut lain dan tidak mudah hancur jika dimasak. 
bandeng memiliki 2 kelemahan yaitu, dagingnya 'berduri' dan kadang-kadang 
berbau 'lumpur'/'tanah'. Protein bandeng cukup tinggi. Kondisi ini menjadikan 
bandeng sangat mudah dicerna dan baik dikonsumsi oleh semua usia untuk 
mencukupi kebutuhan protein tubuh, menjaga dan memelihara kesehatan serta 
mencegah penyakit akibat kekurangan zat gizi mikro (Syamsuddin, 2010). Ikan 
merupakan bahan pangan yang bergizi. Komposisi kandungan gizinya sebagai 
berikut  (Tabel 1). 
 
Tabel 1.  Komposisi ikan bandeng 
Zat Gizi Jumlah Satuan 
Kalori 
Protein 
Lemak 
Air 
Kalsium  
Fosfor 
Besi 
Vitamin A 
Vitamin B6 
Vitamin B12  
126 
17,4 
5,7 
60,2 
43,4 
138 
0,3 
85 
0,4 
2,9 
Kalori 
Gram 
Gram 
Gram 
Milligram 
Milligram 
Milligram 
Milligram 
Milligram 
Milligram 
Sumber: www.nutriondata.com (2007)  
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2.1.2 Organ Hati Ikan Bandeng dan Histologinya 
 
Hati merupakan organ terbesar pada tubuh ikan yang terletak dibagian sisi 
perut, dalam rongga peritoneal  dan melingkupi  viscera. Hati memiliki bentuk 
seperti  huruf U dan berwarna merah kecoklatan. Struktur utama hati ialah sel hati 
atau hepatosit.  Hepatosit (sel parenkim hati) berperan utama dalam metabolisme. 
Sel-sel ini terletak sinusoid yang berisi darah dan saluran empedu. Sel  Kupffer 
merupakan monosif atau makrofag dan memiliki fungsi utama  menelan  bakteri 
dan benda asing dalam darah. Sehingga  hati merupakan salah satu organ utama 
pertahanan agen toksik (Damayanti, 2010). Hati mampu mensintesis atau 
menyimpan  nutrien  yang terserap, memproduksi cairan empedu, dan sebagai 
pembuangan beberapa produk limbah dari darah (Subandiyono dan Hastuti,  
2010). Berdasarkan fungsinya tersebut, hati merupakan organ yang paling banyak 
mengakumulasi zat toksik yang   masuk dalam tubuh sehingga dapat dengan 
mudah terkena efek toksik.  
Hati merupakan organ penting yang mensekresikan bahan untuk proses 
pencernaan. Organ ini umumnya merupakan suatu kelenjar yang kompak, 
berwarna merah kecoklatan (Affandi dan Tang, 2002). Hati merupakan organ 
yang sangat rentan terhadap pengaruh zat kimia dan menjadi organ sasaran utama 
dari efek racun zat kimia (toksikan). 
Sebagian besar toksikan yang masuk ke dalam tubuh setelah diserap sel 
epitel usus halus akan dibawa ke hati oleh vena porta hati. Organ hati sangat 
rentan terhadap pengaruh berbagai zat kimia dan merupakan organ tubuh yang 
sering mengalami kerusakan (Lu, 1995). Pengamatan kerusakan pada hati dapat 
dilakukan dengan pengamatan secara histologi.  Juvenil ikan bandeng yang 
tercemar logam timbel (Pb) memperlihatkan bahwa hati mengalami perubahan 
pada konsentrasi tertentu (Alifia dan Djawad, 2000).  
Hati  merupakan  organ  dalam terbesar  dari tubuh. Selain itu, hati juga 
merupakan  jaringan terbesar kelenjar. Nutrisi  akan diserap oleh  saluran 
pencernaan,  diproses,  dan  kemudian  disimpan  di dalam  organ  hati untuk 
digunakan  oleh bagian  tubuh  yang lain. Metabolisme  memiliki  berbagai  fungsi 
(misalnya  sintesis  protein, penyimpanan  metabolit, sekresi  empedu,  
detoksifikasi dan inaktivasi)   yang  mempunyai peranan penting dalam 
mempertahankan hidup. Hati akan  menerima  darah   melalui vena portal  atau 
arteri hepatik. Sebagian dari darah (70-80%) berasal dari vena portal yang   
membawa  darah  mengandung nutrisi dan akan diserap di  dalam usus. Arteri hati 
merupakan sebuah  cabang dari sumbu celiac yang beroksigen di dalam hati 
(Akiyoshi H, 2004). 
Pada anatomi yang terdapat pada ikan bandeng (Chanos-chanos) kita dapat 
melihat bahwa ikan bandeng (Chanos-chanos) juga merupakan ikan yang 
memilikin anatomi yang hampir sama seperti ikan lainnya. Pada umumnya 
anatomi ikan bandeng hanya dikenal beberapa saja, anatomi ikan tersebut semakin 
dikembangkan. Secara garis besar organ yang berukuran relatif besar dan mudah 
di amati adalah otak, alat pencernaan, limpa, gonad, ginjal pilorik kaeka, 
gelembung renang, jantung, hati, kantong empedu (Sutoyo, 2007). 
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Gambar 2. Struktur Anatomi Ikan Secara Umum (Sutoyo, 2007). 
 
Pada ikan bandeng (Chanos chanos), di dalam rongga badannya terdapat 
organ-organ, yaitu ginjal, gelembung renang yang berfungsi sebagai alat 
pendeteksi ikan pada posisi kedalaman air , yang terletak disebelah ventral, 
gelembung renang, di samping itu terdapat limfa (lien), organ ini sukar terlihat 
karena kadang kadang terbungkus oleh lemak dan hati di antara usus. Dan 
terdapat saluran pencernaan, hati dan kantong empedu. Pada organ dalam ikan 
bandeng (Chanos chanos) terdapat organ yang tampak memanjang yang berfungsi 
untuk mengatur daya apung di dalam air selain itu organ ini juga disebut alat 
hidrostatik karena dapat menyerap atau mengeluarkan gas yang dipengaruhi oleh 
urat syaraf (Sutoyo, 2007). 
Hati terletak di sisi rongga tubuh dorsal, berdekatan dengan tulang 
punggung, dengan beberapa meluas ke dasar sirip dada dekat ginjal anterior. Hati 
dikelilingi oleh kapsula jaringan ikat yang tipis, yaitu kapsula glisson, yang 
ditutupi oleh serosa hampir pada seluruh permukaannya. Terdapat beberapa 
pembuluh darah kecil di dalam kapsula glisson. Jaringan ikat membagi parenkim 
hati menjadi lobus, unit struktural yang disebut jaringan ikat portal atau jaringan 
ikat interlobular. Jaringan ikat mengelilingi portal triad, yaitu gabungan tiga 
saluran berisi cabang arteri hepatika, vena porta, dan duktus biliaris (Geneser F, 
1994). 
 
8 
 
 
 
 
 
Gambar 3. Histologi hati dengan pewarnaan HE perbesaran 75x (Geneser F, 1994) 
 
Hati juga merupakan organ vital yang berfungsi sebagai detoksifikasi dan 
mensekresikan bahan kimia yang digunakan untuk proses pencernaan. Hati 
berperan penting dalam proses metabolisme dan transformasi bahan pencemar 
dari lingkungan. Dengan demikian hati merupakan organ yang paling banyak 
mengakumulasi zat toksik sehingga mudah terkena efek toksik. Sebagian zat 
toksik yang masuk ke dalam tubuh setelah diserap oleh sel akan dibawa ke hati 
oleh vena porta hati sehingga hati berpotensi mengalami kerusakan. Adanya zat 
toksik akan mempengaruhi struktur histologi hati sehingga dapat mengakibatkan 
patologis hati seperti pembengkakan sel, rangkaian nekrosis atau  bridging 
necrosis, degenarasi intralobular dan fokal nekrosis, fibrosis, serta  cirrhosis. 
Suatu toksikan dalam hati akan dihentikan (nonaktifkan) oleh enzim-enzim 
dalam hati, namun apabila toksikan masuk secara terus menerus, besar 
kemungkinan hati akan jenuh terhadap toksikan (tidak mampu mendetoksifikasi 
toksik lagi), sehingga  metabolisme dalam hati akan menurun. Apabila 
metabolisme terganggu, maka proses detoksifikasi menjadi kurang efektif dan 
menyebabkan senyawa  metabolit  bereaksi dengan unsur sel, sehingga memicu 
kematian sel. Fungsi lain dari hati yaitu pembentukan dan ekskresi empedu, 
metabolisme gram empedu, metabolisme karbohidrat (glikogenesis, glikogenolisis 
dan  glukoneogenesis),  sintesis protein, metabolisme  dan penyimpanan lemak 
(Damayanti, 2010). 
Adanya zat toksik dalam hati maka dapat  menganggu kerja enzim-enzim 
biologis, serta  mempengaruhi struktur histologi hati.  Toksikan mampu berikatan 
dengan enzim, ikatan tersebut terbentuk karena logam berat (khususnya) memiliki 
kemampuan untuk mengantikan gugusan logam yang berfungsi  sebagai ko-faktor 
enzim (Damayanti,  2010). Logam berat yang masuk kedalam tubuh akan 
mengalami detoksifikasi di dalam hati oleh fungsi hati.  Perubahan histologi hati 
pada ikan adalah terjadinya:  cloudy swelling  (sel hati agak keruh, stioplasma 
keruh dan bergranula). Hal tersebut diakibatkan oleh munculnya hyaline eosinofil  
dalam sitoplasma, atropi pada sel hati, pengerutan sel, nukleus dan nukleolus 
sering kali mengecil; nekrosis, degenerasi vakuola, degenerasi lemak,  stagnansi  
empedu, hepatitis, sirosis  dan  gangguan  pada aliran darah sinusoid atau vena 
(Takashima, 1995). 
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2.1.3 Histoteknik 
Histologi merupakan salah satu cabang ilmu yang mempelajari tentang 
organ atau bagian tubuh hewan atau tumbuhan secara cermat dan rinci. Upaya 
untuk mengamati, mempelajari serta meneliti jaringan-jaringan dari organisme 
tertentu dapat dilakukan dengan cara pembuatan spesimen atau preparat histologi. 
Penyiapan spesimen histologi secara umum dilakukan dengan 4 cara, yaitu 
(Gunarso, 1986) :  
1. Penyiapan preparat/spesimen secara keseluruhan (whole mount), yaitu 
pengamatan perkembangan embrio dan lain sebagainya;  
2. Penyiapan spesimen dengan metode penyayatan (sectioning methods);  
3. Penyiapan dengan metode remasan (teasing/squashing methods);  
4. Penyiapan dengan menggunakan metode ulasan (smear methods). 
Metode penyayatan (sectioning) adalah suatu metode yang banyak 
digunakan dalam penyiapan spesimen histologi. Metode  ini dilakukan dengan 
menyayat spesimen hingga sangat tipis,  kemudian  diwarnai dan dijadikan 
spesimen awetan. Penyayatan dilakukan  menggunakan  mikrotom.  Spesimen 
dilakukan perlakuan pengerasan agar memudahkan dalam penyayatan. Pengerasan 
jaringan dilakukan dengan cara membekukan atau dengan penanaman dalam suatu 
substansi yang mampu mengeraskannya (Gunarso, 1986). 
Pembuatan preparat dengan metode parafin merupakan suatu metode yang 
paling umum digunakan. Metode ini banyak digunakan karena  pembuatannya 
lebih mudah dan lebih cepat serta material kering dapat disimpan lebih lama  
(Kiernan, 1990).  Metode parafin adalah suatu cara pembutan sediaan baik 
tumbuhan ataupun hewan menggunakan parafin. Kelebihan metode ini ialah irisan 
jauh lebih tipis daripada menggunakan  metode  beku atau  metode  seloidin.  
Tebal irisan  dengan  metode  beku  rata-rata diatas 10 mikron,  tetapi dengan 
metode parafin tebal irisan dapat mencapai rata-rata 6 mikron. Kelemahan dari 
metode ini ialah jaringan menjadi keras, mengerut,  dan mudah patah. Jaringan-
jaringan yang besar tidak dapat dikerjakaan  dengan menggunakan  metode ini  
karena sebagian besar enzim-enzim yang terdapat pada jaringan akan larut 
(Kiernan, 1990). 
Proses pembuatan preparat histologis disebut mikroteknik. Jaringan yang 
diambil kemudian diproses secara fiksatif untuk menjaga agar sediaan tidak rusak 
(bergeser posisinya, membusuk atau rusak). Proses ini juga dapat mengawetkan 
morfologi jaringan sehingga tetap seperti keadaan sewaktu hidup dan 
mengeraskan jaringan agar dapat diiris serta mencegah jaringan larut selama 
proses pembuatan preparat. Zat fiksatif yang baik adalah zat yang dapat 
mengeraskan jaringan dengan cukup cepat sehingga tidak terjadi perubahan 
bentuk pada saat proses-proses selanjutnya yang akan dilakukan. Zat yang umum 
digunakan adalah formalin sebab memiliki karakteristik mampu menembus dan 
memfiksasi jaringan dengan cepat, menyimpan dan mempertahankan lemak, 
myelin, serabut-serabut saraf, amiloid, homosiderin dan komponen alat tubuh 
lainnya (Salim 2010; Rumawas et al. 1974). Fiksasi dilakukan dengan 
mengekspos jaringan pada pengawet kimia seperti formaldehid. Pengeksposan ini 
dapat dilakukan dengan cara aktif dan pasif (Samuelson 2007). 
Langkah-langkah dalam teknik histologi secara manual adalah fiksasi atau 
pengawetan jaringan, perlakuan (processing) jaringan, pemotongan jaringan, 
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pewarnaan jaringan,  serta pengamatan  menggunakan  mikroskop (Angka, et al, 
1990). 
Tahapan dalam persiapan preparat adalah fiksasi, dehidrasi, clearing, 
impregnasi  dan  embedding,  blocking  dan  trimming,  pemotongan, pewarnaan, 
dan perekatan jaringan. Fiksasi merupakan tahap awal pembuatan preparat 
histologi yang dilakukan untuk mencegah autolisis dan dekomposisi  post mortem 
dari suatu jaringan atau organ. Selain itu, fiksasi akan membuat padat suatu 
jaringan lunak. Hal ini disebabkan karena bahan fiksatif akan mengkoagulasi 
protein dalam sel dan jaringan. Fiksasi juga bertujuan untuk mengawetkan 
morfologi dan komposisi jaringan sehingga jaringan tetap, seperti keadaan semula 
sewaktu hidup, serta memudahkan pemulasan atau pewarnaan jaringan yang akan 
dilakukan pada tahapan selanjutnya (Cormack, 1992). 
Sampel hati difiksasi dalam larutan formalin 10%. Sampel organ diambil 
dari hati ikan bandeng yang telah difiksasi. Kemudian sampel organ direndam 
dalam larutan alkohol bertingkat (dehidrasi) dimulai dari konsentrasi 70%, 80%, 
90%, 95%, dan 100%. Selanjutnya dijernihkan dalam xylol (clearing), sebelum 
akhirnya ditanam dalam paraffin (embedding). Jaringan dalam blok parafin diiris 
dengan ketebalan 4-6 µm menggunakan mikrotom (Indoexim, India), kemudian 
diletakkan pada gelas objek, dan disimpan dalam inkubator dengan suhu 40o C 
selama 24 jam. Hasil sayatan diwarnai dengan pewarnaan baku Hematoksilin 
Eosin (HE). Pewarnaan HE digunakan untuk melihat struktur jaringan yang 
diduga mengalami perubahan patologis. Proses pewarnaan diawali dengan 
deparafinisasi jaringan dengan xylol dan rehidrasi dengan alkohol bertingkat, 
kemudian diletakkan kembali di dalam xylol selama 24 jam untuk penjernihan. 
(Bacha et al., 2000). Selanjutnya jaringan diambil dan diberi entelan sebelum 
ditutup dengan cover glass (mounting). Sediaan diamati di bawah mikroskop yang 
dilengkapi dengan kamera (Nikon E600, Japan) dengan perbesaran bertingkat 
mulai dari 10X sampai dapat visualisasi yang jelas. 
Pewarnaan histologi pada umumnya menggunakan kombinasi 
hematoksilin dan eosin (HE). Hematoksilin dan eosin adalah metode pewarnaan 
yang berfungsi ganda. Pertama memungkinkan pengenalan komponen jaringan 
tertentu dengan cara memulasnya secara differensial. Kedua, dapat memulas 
dengan tingkat atau derajat warna berbeda yang menghasilkan kedalaman pulasan 
yang berbeda. Hematoksilin berasal dari ekstrak dari pohon yang diberi nama  
logwood tree. Pada pulasan H & E, kompleks warna hemaktosilin berwarna ungu 
tua. Pewarna eosin memberikan warna merah muda sampai merah pada 
komponen jaringan yang tidak terpulas ungu-biru oleh hemaktosilin. Hematoksilin 
bekerja sebagai pewarna basa. Zat ini mewarnai unsur basofilik pada jaringan. 
Eosin bersifat asam serta memulas komponen asidofilik pada jaringan (Cormack 
DH, 1992). 
Mounting adalah suatu proses perekatan sayatan jaringan pada kaca 
sediaan menggunakan bahan perekat (adhesive). Proses mounting dilakukan 
menggunakan mounting media. Mounting media merupakan zat pengisi antara 
preparat yang telah diwarnai dengan kaca penutup. Penelitian histopatologi hati 
pernah dilakukan oleh Hidayati (2009) dengan hasil  menunjukkan ikan bandeng 
yang dipelihara dalam  air yang mengandung lumpur Sidoarjo mengalami 
pembengkakan sel dan kehilangan integritas pembuluh darah kapiler (sinusoid), 
dikarenakan lumpur Sidoarjo mengandung logam berat di atas ambang batas yang 
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dipersyaratkan, unsur Kadmiun (Cd) 0,45  ppm, Kromium (Cr) 105,44 ppm, 
dengan pH lumpur 9,18. Berdasarkan hasil penelitian Setyowati, dkk.,  (2010) 
dilokasi lumpur Sidoarjo mendapatkan hasil, ikan  belanak (Mugil  sp.) 
mengalami kerusakan   bridging necrosis,  fokal nekrosis, degenerasi intralobular, 
peradangan dan pembengkakan bagian portal. 
   
 
 
Gambar 4.  Kondisi histologi hati ikan bandeng normal (Hp : Hepatosit, VS : Vena 
sentralis, dan Sd : Sinusoid) (sumber: Alifia dan Djawad, 2003). 
 
 
 
Gambar 5. Kondisi histologi hati ikan P.lineatus (Martinez  et al, 2007) : 5 (A) Hati 
normal Ikan P.Lineatus menunjukkan hepatocytes dengan granular 
cytoplasm (*) dan  nucleus dipusat (tanda panah) (Martinez et al, 2007). 
5 (B) Hati ikan Mugil cephalus bagian distal di stasiun 3 yang 
mengalami piknotik (1), karyohexis (2), karyolisis (3) Stasiun 3 bagian 
distal, HE, 100x 
 
Gambar 5B piknotik ditandai dengan pengerutan inti sel, karyohexis 
ditandai dengan inti hancur dan pecahan-pecahan kromatinnya tersebar dalam sel 
dan karyolisis dicirikan dengan inti sel kehilangan kemampuan untuk diwarnai 
(pucat) atau tampak samar-samar berongga dan menghilang. Bridging nekrosis 
terjadi karena pembengkakan sel yang terus berlanjut karena zat toksik yang 
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terakumulasi dalam tubuh organisme. Pembengkakan sel ditunjukkan pada 
gambar (6.B). 
 
 
 
Gambar 6. Kondisi histolologi hati ikan mas (Destiany, 2007) menunjukkan 
bahwa, gambar A ; Hati ikan mas terlihat vena sentralis (1), hepatosit 
(2), inti (3), sinusoid (4) (tanda panah), HE, perbesaran 40x10 
(Destiany, 2007). (B) Hati ikan Mugil cephalus bagian distal di stasiun 
1 yang mengalami pembengkakan sel (tanda panah), HE, 100x. 
 
Pembengkakan sel hati (gambar 6-B) ditandai dengan adanya vakuola 
(ruang-ruang kosong) akibat hepatosit membengkak yang menyebakan sinusoid 
menyempit, sitoplasma tampak keruh. Hal tersebut sangat berbeda dengan 
struktur jaringan hati yang normal (gambar 6A) yang menunjukkan hepatosit 
terlihat jelas, inti bulat letaknya sentralis dan sinusoid tampak jelas, dan vena 
sentralis sebagai pusat lobulus tampak berbentuk bulat dan kosong. 
Pembengkakan sel terjadi karena muatan elektolit di luar dan di dalam sel berada 
dalam keadaan tidak setimbang. Ketidakstabilan sel dalam memompa ion Na+ 
keluar dari sel menyebabkan peningkatan masuknya cairan dari ektraseluler 
kedalam sel sehingga sel tidak mampu memompa ion natrium yang cukup.  
Hal ini akan menyebabkan sel membengkak sehingga sel akan kehilangan 
integritas membrannya. Sel akan mengeluarkan materi sel keluar dari kemudian 
akan terjadi kematian sel (nekrosis). Pembengkakan sel atau degenerasi vakuola 
bersifat reversibel sehingga apabila paparan zat toksik tidak berlanjut maka sel 
dapat kembali normal. Namun jika pengaruh zat toksik berlangsung lama maka 
sel tidak dapat mentolerir kerusakan yang diakibatkan oleh zat toksik tersebut.  
 
2.2 Logam Berat 
 
Logam berat ialah unsur logam dengan berat molekul tinggi dan 
merupakan polutan yang  memberikan dampak signifikan bagi kesehatan makhluk 
hidup. Dalam kadar rendah logam berat pada umumnya sudah beracun bagi 
tumbuhan dan hewan, termasuk manusia. Termasuk logam berat yang sering 
mencemari habitat ialah Kromim (Cr), Besi (Fe), Kadmin (Cd), Mangan (Mn), 
dan Timbel (Pb) (Am.geol.Inst, 1976). 
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Salah satu contoh habitat yang mudah terpapar cemaran logam berat 
adalah pada badan air yaitu masuknya logam berat. Peningkatan kadar logam 
berat di dalam perairan akan diikuti oleh peningkatan kadar zat tersebut dalam 
organisme air seperti kerang, rumput laut dan biota laut lainnya. Pemanfaatan 
organisme ini sebagai bahan makanan akan membahayakan kesehatan manusia. 
Logam berat terdiri dari logam essensial dan logam non essensial. Logam 
essensial adalah logam yang sangat membantu dalam proses fisiologis makhluk 
hidup dengan jalan membantu kerja enzim atau pembentukan organ dari makhluk 
yang bersangkutan. Sedangkan logam non essensial adalah logam yang 
peranannya dalam tubuh makhluk hidup belum diketahui, kandungannya dalam 
jaringan hewan sangat kecil, dan apabila kandungannya tinggi akan dapat 
merusak organ-organ tubuh makhluk yang bersangkutan. Salah satu logam non 
essensial yang terdapat dalam perairan adalah timbel (Pb) (Darmono, 1995).  
Adanya logam berat di perairan, berbahaya baik secara langsung terhadap 
kehidupan keberadaannya organisme, maupun efeknya secara tidak langsung 
terhadap kesehatan manusia. Hal ini berkaitan dengan sifat-sifat logam berat 
(PPLH-ITIMBEL (PB), 1997; Sutamihardja, et al, 1982) yaitu :  
1. Sulit didegradasi, sehingga mudah terakumulasi dalam lingkungan  perairan 
dan secara alami sulit terurai (dihilangkan).  
2. Dapat terakumulasi dalam organisme termasuk kerang dan ikan, dan 
membahayakan kesehatan manusia yang mengkomsumsi organisme tersebut.  
3. Mudah terakumulasi di sedimen, sehingga konsentrasinya selalu lebih tinggi 
dari konsentrasi logam dalam air. Disamping itu sedimen mudah tersuspensi 
karena pergerakan masa air yang akan melarutkan kembali logam yang 
dikandungnya ke dalam air, sehingga sedimen menjadi sumber pencemar 
potensial dalam skala waktu tertentu.  
Cemaran logam berat dapat menimbulkan efek gangguan terhadap 
kesehatan, baik manusia maupun hewan, tergantung pada tempat mana logam 
berat tersebut terikat dalam tubuh dan besar dosis paparannya. Efek toksis dari 
logam berat ini menghalangi kerja enzim sehingga metabolisme tubuh menjadi 
terganggu. Efek lainnya dapat menyebebkan mutagen, teratogen, dan karsinogen 
bagi tubuh manusia dan hewan (Darmono. 1995). 
 
2.2.1 Timbel (Pb) 
 
Timbel (Pb) merupakan salah satu jenis logam berat yang terjadi secara 
alami yang tersedia dalam bentuk biji logam, dan juga dalam percikan gunung 
berapi, dan bisa juga di peroleh di alam (WHO HECA undated). Karena 
meningkatnya aktivitas manusia, seperti pertambangan dan peleburan, dan 
pengunaannya dalam bahan bakar minyak, dan juga masih banyak lagi di gunakan 
dalam pembuatan produk lainnya, sehingga kandungan timbel di biosphere telah 
meningkat dalam 300 tahun terakhir (NHMRC, 2009). 
Timbel (Pb) adalah salah satu jenis logam berat yang dapat menyebabkan 
pencemaran perairan. Logam timbel (Pb) dapat masuk ke dalam tubuh organisme 
melalui rantai makanan, insang atau difusi melalui permukaan kulit, akibatnya 
logam itu dapat terserap dalam jaringan, tertimbun dalam jaringan (bioakumulasi) 
dan pada konsentrasi tertentu akan dapat merusak organ-organ dalam jaringan 
tubuh (Palar 1994). Toksisitas logam timbel (Pb) terhadap organisme air dapat 
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menyebabkan kerusakan jaringan organisme terutama pada organ yang peka 
seperti insang dan usus kemudian ke jaringan bagian dalam seperti hati dan ginjal 
tempat logam tersebut terakumulasi (Darmono, 2001). 
Timbel (Pb) bisa masuk dalam lingkungan dan tubuh manusia dari 
berbagai macam sumber seperti bensin (petrol), daur ulang atau pembuangan 
baterai mobil, mainan, cat, pipa, tanah, beberapa jenis kosmetik dan obat 
tradisional dan berbagai sumber lainnya (WHO, 2007). 
Adanya timbel (Pb) yang masuk ke dalam ekosistem dapat menjadi 
pencemar dan dapat mempengaruhi biota perairan seperti mematikan ikan karena 
toksisitasnya yang tinggi. Timbel (Pb) yang masuk ke dalam perairan dapat 
berasal dari limbah buangan industri kimia, industri percetakan, industri yang 
menghasilkan logam dan cat (Darmono, 2006). 
Logam berat juga dapat menghambat laju pertumbuhan ikan. Toksisitas 
logam berat timbel (Pb) dapat memberikan pengaruh terhadap laju pertumbuhan, 
semakin lama pemaparan timbel dan semakin tinggi konsentrasi timbel (Pb) akan 
menurunkan laju pertumbuhan(Sahetapy, 2011). 
Timbel (Pb) merupakan logam berat yang sangat beracun, dapat dideteksi 
secara praktis pada seluruh benda mati di lingkungan dan seluruh sistem biologis. 
Sumber utama timbel adalah makanan dan minuman.  Timbel (Pb) menunjukkan 
beracun pada sistem saraf, hemetologic, hemetotoxic dan mempengaruhi kerja 
ginjal. Rekomendasi dari WHO, logam berat timbel (Pb) dapat ditoleransi dalam 
seminggu dengan takaran 50mg/kg berat badan untuk dewasa dan 25 mg/kg berat 
badan untuk bayi dan anak-anak. (Charlena, 2004). 
Di dalam tubuh, timbel (Pb) diperlakukan seperti halnya kalsium. Tempat 
penyerapan pertama adalah plasma dan membran jaringan lunak. Selanjutnya 
didistribusikan kebagian-bagian dimana kalsium memegang peranan penting 
seperti gigi pada anak-anak dan tulang pada semua umur. Timbel dapat masuk ke 
dalam tubuh melalui pernapasan dan makanan. Konsumsi timbel dalam jumlah 
banyak secara langsung menyebabkan kerusakan jaringan mukosa. Timbel juga 
dapat merusak syaraf (SNI 7387:2009, 2009). 
Timbel (Pb) merupakan bahan toksik yang mudah terakumulasi dalam 
organ manusia dan dapat mengakibatkan gangguan kesehatan berupa anemia, 
gangguan fungsi ginjal, gangguan sistem syaraf, otak dan kulit. Timbel (Pb) 
adalah logam yang bersifat toksik terhadap manusia, yang bisa berasal dari 
tindakan mengkonsumsi makanan, minuman, atau melalui inhalasi dari udara, 
debu yang tercemar timbel (Pb), kontak lewat kulit, kontak lewat mata, dan lewat 
parenteral. Logam timbel (Pb) bisa menghambat aktivitas enzim yang terlibat 
dalam pembentukkan hemoglobin (Hb) di dalam tubuh manusia dan sebagian 
kecil timbel (Pb) diekskresikan lewat urin atau feses karena sebagian terikat oleh 
protein, sedangkan sebagian lagi terakumulasi dalam ginjal, hati, kuku, jaringan 
lemak, dan rambut (Widowati et al. 2008). 
Keracunan yang disebabkan oleh logam timbel (Pb) dapat mengakibatkan 
efek yang kronis dan akut. Keracunan akut dapat mengakibatkan terbakarnya 
mulut, terjadinya perangsangan dalam gastrointestinal dan disertai diare. 
Departemen Kesehatan Republik Indonesia membatasi timbel (Pb) maksimum 
dalam makanan sebesar 4 ppm, sedangkan FAO sebesar 2 ppm (Nurjanah,1997). 
Adanya logam berat di perairan, berbahaya baik secara langsung terhadap 
kehidupan organisme, maupun efeknya secara tidak langsung terhadap kesehatan 
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manusia. Ini disebabkan karena sifat-sifat logam berat yang sulit di degradasi, 
sehingga logam berat mudah terakumulasi dalam lingkungan perairan dan sulit 
dihilangkan, sehingga logam berat mudah terakumulasi pada biota laut, khususnya 
ikan dan kerang-kerangan dan akan membahayakan masyarakat yang 
mengonsumsi biota laut tersebut (Anggraini, 2007). 
Logam-logam berat dalam perairan dapat berasal dari sumber alamiah dan 
dari aktifitas manusia.  Sumber alamiah masuk ke dalam perairan bisa dari 
pengikisan batuan mineral yang kemudian terbawa oleh air sungai menuju laut. Di 
samping itu partikel logam yang ada di udara, karena adanya hujan dapat menjadi 
sumber logam dalam perairan (Casas, 2006). 
Timbel (Pb) dapat menimbulkan efek toksik pada ikan baik secara kronis 
maupun akut. Efek secara kronis ditandai dengan menurunnya berat badan yang 
disertai gangguan pada sistem pencernaan, sedangkan efek akut ditandai dengan 
kerusakan sel darah merah, penurunan kandungan hemoglobin, serta gangguan 
pada sistem saraf pusat dan tepi (Anonim, 2003). Timbel terikat pada berbagai 
macam jaringan seperti hati, limpa, otak, dan sumsum tulang (Riyadina, 1997). 
Pengaruh negatif timbel di dalam ikan antara lain dapat menyebabkam 
terjadinya penurunan fungsi hematologi, sistem saraf pusat, dan ginjal. Gejala 
awal yang muncul akibat keracunan timbel dalam tubuh adalah berkurangnya 
jumlah eritrosit dalam darah atau anemia. Anemia terjadi karena (1) berkurangnya 
jumlah eritrosit yang merupakan akibat langsung dari pengaruh timbel pada 
membran sel, (2) terjadinya peningkatan aktivitas enzim coproporfirinogen 
oksidase di dalam eritrosit yang menimbulkan efek mudah pecahnya eritrosit, dan 
(3) penghambatan proses eritropoisis dalam sumsum tulang, metabolisme zat besi 
(Fe) dan sintesis globin dalam eritrosit. Keracunan yang disebabkan oleh timbel 
organik lebih sering menimbulkan kelainan pada sistem saraf pusat, sedangkan 
keracunan timbel anorganik lebih cenderung menimbulkan kelainan pada sel 
darah merah (Albahary ,1972). 
Ciri-ciri ikan yang terkena racun timbel (Pb) menurut Metelev et al, 
(1983) adalah sebagai berikut : 
1. Gerakan sangat aktif 
2. Aktivitas respirasi meningkat 
3. Kehilangan keseimbangan 
4. Kerusakan pada saluran pernapasan (bronchi) 
5. Insang dan kulit tertutup oleh membran mucus yang mengalami pembekuan 
6. Terjadinya hemolisis dan kerusakan pada eritrosit. 
Apabila ikan terpapar oleh timbel dalam waktu yang lama, maka 
kandungan timbel tidak hanya ditemukan pada insang tetapi ditemukan pula pada 
saluran pencernaan, liver dan otot. Timbel dapat menimbulkan efek keracunan 
pada ikan rainbow trout setelah ikan tersebut terpapar timbel selama 2 jam dengan 
konsentrasi 7,7 mg/L timbel (Pb) sedangkan pada ikan cyprinidonts efek tersebut 
terlihat setelah terpapar selama 12 jam pada konsentrasi 3,0 mg/L timbel (Pb). 
Ikan mas lebih resistant terhadap timbel organik hal ini dibuktikan dengan hasil 
penelitian yang menunjukkan bahwa ikan tersebut mengalami kematian setelah 
terpapar timbel dengan konsentrasi 1 mg/L timbel (Pb) selama 60 sampai 114 
jam. Sedangkan belut mengalami kematian setelah terpapar timbel selama 21 hari 
pada konsentrasi 3,0 mg/L timbel (Pb) (Metelev et al, 1983). 
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3 METODOLOGI PENELITIAN 
 
3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April-Agustus 2015 di Program 
Studi Kedokteran Hewan. Pengambilan sampel dilakukan di Kecamatan 
Labakkang Kabupaten Pangkep. Pengujian logam berat pada jaringan daging ikan 
bandeng dilakukan di Laboratorium Kualitas Air Jurusan Perikanan Fakultas Ilmu 
Kelautan dan Perikanan Universitas Hasanuddin. Pembuatan preparat 
histopatologi dilakukan di Laboratorium Histologi dan Patologi Program Studi 
Kedokteran Hewan, Laboratorium Patologi Balai Besar Veteriner Maros, 
pewarnaan rhodizonate dilakukan di Laboratorium Histologi Institut Pertanian 
Bogor. Serta Pengamatan dilakukan di Laboratorium Diagnostik Klinik Hewan 
Pendidikan Universitas Hasanuddin.  
 
 
 
Peta Lokasi Pengambilan Sampel 
 
3.2 Jenis  Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif  yang ingin menggambarkan 
visualisasi deposit logam berat timbel (Pb) pada organ hati ikan bandeng dari 
hipotesis suatu masalah dengan melihat, mengamati dan mendeskripsikan objek 
organ hati ikan bandeng dari hasil pengamatan.  
 
3.3 Materi Penelitian 
 
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah ikan bandeng yang 
berasal dari tambak Kecamatan Labakkang Kabupaten Pangkep dengan jumlah 
sampel sebanyak 6 ekor. Sebelum melakukan proses nekropsi pada ikan terlebih 
dahulu dilakukan pengukuran panjang, lebar ikan serta melakukan penimbangan 
pada ikan. Setelah itu pisahkan organ hati ikan bandeng untuk di jadikan preparat 
histolopatologi. Sampel organ ikan disimpan dalam formalin (4% formaldehida) 
sebanyak 10 ml dan aquadest sebanyak 90 ml. 
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3.4 Metode Penelitian 
 
3.4.1 Metode Pengambilan Sampel 
 
Pengambilan ikan dilakukan dengan menggunakan jala, kemudian ikan  
yang terkumpul diawetkan dengan es batu dalam kotak pendingin untuk 
mempertahankan tingkat kesegaran, sehingga diharapkan pada saat pengambilan 
daging dan organ masih tetap dalam kondisi yang sama dengan pada saat 
ditangkap. Telebih dahulu dilakukan nekropsi ikan di Laboratorium Histologi dan 
Patologi Program Studi Kedokteran Hewan Universitas Hasanuddin dengan 
memisahkan organ hati untuk pengamatan histopatologi dan daging  ikan bandeng 
untuk pengujian kadar logam berat dengan menggunakan pengujian Atomic 
Absorbtion Spectrophotometri (AAS). Setelah mendapatkan hasil positif 
terkontaminasi logam berat timbel (Pb) pada daging ikan bandeng maka 
selanjutnya dilakukan penelitian terhadap organ hati ikan bandeng dengan metode 
histoteknik untuk melihat akumulasi logam berat timbel (Pb) pada organ hati 
dengan menggunakan pewarnaan rhodizonate serta mengamati  adanya kerusakan 
terhadap organ hati ikan bandeng. 
 
3.4.2 Pembuatan Preparat Histopatologi 
 
Alat dan bahan yang digunakan untuk pembuatan preparat histopatologi 
adalah mikrotom, mikroskop, inkubator, waterbath, kaca objek, kaca penutup, 
alkohol (70%, 80%, 90%, 95%, 100%), formalin 4%, xylol, aquades, pewarna 
H.E, Natrium Rhoizonate dan parrafin. 
 
3.4.3 Pembuatan Mikroanatomi (Sediaan Histopatologi) 
 
Spesimen organ (hati) dipotong dengan ukuran 1 x 1 cm dengan ketebalan 
2-3 mm dan diletakkan dalam cassette. Selanjutnya dilakukan proses dehidrasi, 
yaitu proses untuk menarik air dari jaringan dengan merendam organ basil fiksasi 
ke dalam larutan alkohol dengan konsentrasi bertingkat, yaitu mulai dari alkohol 
70%, alkohol 80%, alkohol 90%, alkohol  95% dan  alkohol absolut 100%. Tahap 
selanjutnya adalah clearing, yaitu proses yang dilakukan dengan cara merendam 
organ hasil dehidrasi pada larutan xylol. Setelah dilakukan proses clearing, maka 
dilakukan infiltrasi, yaitu proses pengisian parafin ke dalam  pori-pori Jaringan 
organ. Embedding (blocking) merupakan proses penanaman spesimen organ ke 
dalam parafin yang dicetak menjadi blok-blok parafin dalam wadah khusus 
berupa tissue cassette/blok besi. Setelah parafin menjadi blok-blok, maka 
selanjutnya spesimen dipotong dengan ketebalan 4-5 ll· Sediaan potongan-
potongan jaringan diletakkan pada gelas objek yang telah ditetesi perekat. 
Kemudian disimpan di dalam inkubator selama 24 jam dengan suhu 40°C 
melekatkan jaringan pada gelas objek secara sempuma. Preparat yang telah 
difiksasi pada gelas objek diproses lebih lanjut dan terakhir diwamai dengan 
Haematoxillin dan Eosin. Setelah tahap pewamaan selesai, maka dilakukan 
perekatan (mounting) menggunakan zat perekat permount dengan entelan, 
kemudian ditutup dengan gelas penutup (cover glass). Selanjutnya sediaan 
preparat siap diamati dan hasilnya difoto.  
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3.4.4 Pembuatan Histokimia dengan Pewarnaan Rhodizonate 
 
Teknik histokimia dilakukan untuk mengetahui deposit logam berat timbel 
(Pb) pada jaringan hati ikan bandeng sebagai larutan pendeteksi timbel digunakan 
larutan sodium rhodizonate. Akumulasi timbel (Pb) pada suatu jaringan 
ditunjukkan dengan adanya noda coklat kehitaman. Hal ini sesuai hasil penelitian 
yang dilakukan oleh Harteman,  (2012) yang menunjukkan adanya warna coklat 
kehitaman pada jaringan tulang sirip keras ikan sembilang mengandung logam 
berat timbel (Pb) dengan pewarnaan rhodizonate. 
 
3.5 Analisis Data 
 
Data gambaran jaringan hati dianalisis secara deskriptif kualitatif dengan 
melakukan pengamatan histopatologi  pada jaringan hati ikan bandeng. 
 
3.6 Alur Penelitian 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pewarnaan 
HE 
Sistem Pencernaan Ikan 
Bandeng (Organ 
Hepatopangkreas Ikan Bandeng) 
Pembuatan Sediaan 
Histopatologi 
Pewarnaan 
Rhodizhonate 
Pengamatan 
Mikroskopik 
Analisis 
Data 
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4 HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Kandungan Logam berat Timbel (Pb) dalam Organ Tubuh Ikan 
Bandeng 
Berdasarkan data yang diperoleh dari hasil pengujian Atomic Absorbtion 
spectrophotometri (AAS) menunjukkan hasil yang positif terhadap logam berat 
timbel (Pb) dan negatif terhadap logam berat lainnya. Konsentrasi timbel (Pb) 
yang terdeteksi dalam daging (musculus Chanos-chanos ) ikan bandeng di tambak 
Kecamatan Labakkang Kabupaten Pangkep, yang diwakili oleh desa Gentung dan 
desa Bontomanai telah melebihi ambang batas yang di perbolehkan menurut 
keputusan Pergub Sul-Sel No. 69 tahun 2010. Timbel  (Pb) dengan konsentrasi 
tinggi pada jaringan akan berpengaruh terhadap struktur mikroanatomi jaringan 
tersebut. 
Nama Desa Kode sampel dan kandungan logam Standar Baku 
Mutu 
Desa Gentung A 1 A 2 A3 
0,008 mg/l 
3.96 mg/l 4.32 mg/l 2.37 mg/l 
Desa Bontomanai B 1 B 2 B 3 
1.14 mg/l 0.96 mg/l 2.96 mg/l 
 
Tabel 2.  Hasil pengamatan kandungan Logam berat Timbel (Pb) dalam jaringan daging ikan 
Bandeng dengan metode AAS 
 
Berdasarkan  data yang diperoleh dari hasil  pengujian AAS menunjukkan 
perbedaan kadar timbel (Pb)  pada masing-masing daging ikan. Pada daging ikan 
yang terdapat di desa Gentung menunjukkan kadar timbel (Pb) yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan daging ikan yang terdapat di desa Bontomanai. Kadar 
konsentrasi timbel (Pb) pada desa Gentung antara lain A1 sebesar 3,96 mg/L, A2 
sebesar 4,32 mg/L, sedangkan kadar timbel (Pb) untuk daging ikan yang terdapat 
di desa Bontomanai yaitu B1 sebesar 1,14 mg/L, B2 sebesar 0,96 mg/L. Keadaan 
ini di duga akibat adanya beberapa aktifvitas masyarakat misalnya aktivitas  
industri yang cenderung menghasilkan zat-zat pencemar yang berbahaya 
menyebabkan terganggunya ikan ini.  Hal ini tidak lepas dari kegiatan manusia 
yang bila ditinjau dari dampak lingkungan secara langsung atau tidak langsung 
maka akan mempengaruhi organisme  perairan.  Akumulasi logam berat timbel 
(Pb) sebagai logam beracun pada suatu perairan merupakan akibat dari muara 
aliran sungai yang mengandung limbah. Dampak negatif yang dapat ditimbulkan 
oleh aktivitas manusia adalah pencemaran berbagai bahan essensial dan non 
essensial yang dapat terjadi pada air dalam lingkungan perairan (Palar, 1994). 
Nilai kandungan logam timbel (Pb) yang ada dalam daging ikan bandeng 
telah melampaui batas maksimum cemaran logam berat dalam makanan menurut 
Pergub Sul-Sel No 69 tahun 2010 yang batas konsentrasi kadar sebesar  0,008 
mg/L. Berdasarkan kandungan logam timbel (Pb) yang sudah melampaui batas 
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maksimum yang ditetapkan maka ikan ini sudah tidak aman untuk dikonsumsi 
oleh manusia karena apabila dikonsumsi logam tersebut dapat terakumulasi dalam 
tubuh manusia yang dapat mempengaruhi dan  mengganggu kesehatan manusia, 
bahkan menyebabkan kematian . 
Logam-logam berat dalam perairan dapat bersumber dari sumber alamiah 
dan dari aktivitas manusia.Sumber alamiah masuk ke dalam perairan bisa dari 
pengikisan batuan mineral yang kemudian terbawa oleh air sungai menuju laut. 
Partikel logam yang ada di udara, karena adanya hujan dapat menjadi sumber 
logam dalam perairan. Kelarutan logam-logam berat dalam badan air dikontrol 
oleh derajat keasaman air, jenis dan juga konsentrasi logam serta keadaan 
komponen mineral (Casas,2006). Konsentrasi timbel (Pb) yang tinggi dapat di 
sumbangkan oleh tumpahan minyak, buangan limbah kendaraan bermotor dan 
pembakaran minyak yang mengandung timbel (Pb) untuk meningkatkan nilai 
oktannya (Setyawan 2004), 
Logam-logam berat yang terlarut pada badan perairan dengan konsentrasi 
tertentu dapat berubah fungsi menjadi sumber racun bagi kehidupan perairan. 
Meskipun daya racun yang ditimbulkan oleh satu jenis logam berat terhadap 
semua biota perairan tidak sama, tetapi kehancuran dari satu kelompok dapat 
menjadikan terputusnya satu mata rantai kehidupan. Pada tingkat lanjutnya, 
keadaan tersebut tentu saja dapat menghancurkan satu tatanan ekosistem perairan 
(Darmono,2001).  
Ikan merupakan jenis organisme air yang dapat bergerak dengan cepat di 
dalam air. Ada jenis ikan yang hidup di perairan yang dangkal dan ada pula yang 
hidup di perairan dalam. Karena dapat berenang dengan cepat, ikan memiliki 
kemampuan untuk menghindarkan diri dari pengaruh polusi. Namun, pada ikan 
yang hidup dalam habitat yang terbatas, ikan-ikan ini akan sulit melarikan diri 
dari pengaruh polusi tersebut. Hal ini sering terjadi pada ikan-ikan yang hidup di 
perairan dangkal. Logam berat masuk ke dalam jaringan tubuh ikan melalui 
beberapa jalan, yaitu saluran pencernaan, saluran pernapasan dan penetrasi 
melalui kulit. Absorpsi logam melalui saluran pernapasan biasanya cukup besar, 
sedangkan logam yang masuk melalui kulit jumlah dan absorpsinya relatif kecil 
(Darmono,2001). 
Pengawasan yang dapat dilakukan secara   langsung dapat dilakukan oleh 
masyarakat, agar tidak membuang sampah yang menjadi sumber utama 
pencemaran logam timbel (Pb). Sebab dengan  tercemarnya timbel di lingkungan 
tersebut dapat memberikan efek yang negatif terhadap lingkungan dan biota yang 
terdapat didalamnya. 
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4.2 Sebaran Akumulasi Logam Berat dan Pengaruhnya Terhadap struktur 
mikroanatomi organ Hati Ikan Bandeng 
 
Timbel (Pb) dengan konsentrasi tinggi pada jaringan akan berpengaruh 
terhadap struktur mikroanatomi jaringan  hati ikan bandeng.  Kandungan logam 
timbel (Pb) di insang memiliki nilai yang lebih kecil dibandingkan yang terdapat 
di hati dan ginjal sedangkan nilainya tidak jauh berbeda dengan yang terdapat 
pada daging (Bangun, 2005).  
Pemeriksaan histologi diperlukan untuk mengetahui kerusakan – 
kerusakan pada organ target yang dapat dipakai sebagai prediksi kemungkinan 
mekanisme aktivitas toksikologi yang diakibatkan oleh logam berat timbel. 
Histologi hati dari hasil pengamatan histologi menunjukkan kerusakan melalui 
pengamatan dengan mikroskop cahaya dengan pembesaran 100x,400x, dan 
1000x. 
 
4.2.1 Hati 
 
Hati merupakan pusat metabolisme tubuh, kerusakan hati akan 
menyebabkan gangguan berbagai fungsi dalam tubuh. Hati juga berfungsi sebagai 
alat atau organ detoksifikasi yang dapat menetralkan racun yang masuk ke dalam 
sistem pencernaan, tetapi sekaligus merupakan organ pertama kali yang akan 
menderita apabila racun tidak dapat dinetralkan (Takashima,1995). 
Hati merupakan organ tubuh yang paling sering mengalami kerusakan 
apabila terkena toksin. Zat toksik yang masuk ke dalam tubuh akan mengalami 
proses detoksifikasi (dinetralisasi) di dalam hati oleh fungsi hati. Senyawa racun 
ini akan diubah menjadi senyawa lain yang sifatnya tidak lagi beracun terhadap 
tubuh. Jika jumlah racun yang masuk ke tubuh relatif kecil atau sedikit dan fungsi 
detoksifikasi baik, dalam tubuh tidak akan terjadi gejala keracunan. Namun, 
apabila racun masuk ke hati dalam jumlah yang besar dapat menyebabkan 
kerusakan struktur mikroanatomi hati (Price dan Wilson, 1995).  
Komponen sel utama hati adalah hepatosit atau parenkim hati yang 
berbentuk polygonal. Hepatosit memiliki nukleus bulat atau lonjong dengan 
permukaan teratur dan besarnya bervariasi dari sel satu dengan yang lainnya 
(Bevelander dan Ramalaley, 1979). 
Kontaminasi timbel (Pb) pada hati ikan dapat meneyebabkan berbagai 
kerusakan sebagai berikut (Alifia dan Djawad, 2000),: 
1. Kontaminasi timbel (Pb) terhadap hati dengan konsentrasi 0,05 ppm 
memperlihatkan perubahan bentuk berupa cloudy swelling pada sebagian 
hepatosit. Hal ini disebabkan oleh adanya akumulasi timbel yang terlibat dalam 
proses enzimatik didalam hati. 
2. Pada konsentrasi timbel (Pb) 0,1 ppm, hati mengalami kerusakan  degenerasi 
hepatosit yang dapat menyebabkan kematian pada hepatosit.. 
3. Pada pemaparan timbel (Pb) dengan konsentrasi 0,15 ppm, sel hati mengalami 
degenerasi lemak. Penampakan histologi berupa vakuola-vakuola (ruang ruang 
kosong). 
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No. Sampel Lokasi Kerusakan Tingkat 
Kerusakan 
Konsentrasi 
Pb 
1. B1 Desa 
Bontomanai 
Degenerasi 
Melemak 
Ringan  1,14 mg/L 
2. B2 Desa 
Bontomanai 
Degenerasi 
Hidrofilik 
Ringan  0,19 mg/L 
3. A1 Desa 
Gentung 
Kongesti  Ringan  3,96 mg/L 
4. A2 Desa 
Gentung 
Nekrotis 
Hepatitis 
Berat  4,32 mg/L 
 
Tabel 2.  Hasil pengamatan kerusakan yang terjadi pada jaringan hati ikan bandeng 
dengan konsentrasi timbel (Pb) yang berbeda. 
 
Hasil pengamatan jaringan hati yang telah dipaparkan logam timbel (Pb) 
dengan konsentrasi berbeda tampak terjadi perubahan atau kerusakan sel hati. 
Berdasarkan data pengamatan terhadap struktur jaringan hati ikan bandeng, dapat 
dikemukakan bahwa logam berat timbel (Pb) terbukti mempunyai sifat toksik.  
Pada saat pengambilan sampel, ikan masih dalam keadaan hidup dan 
dieuthanasia. Ikan yang masih hidup ini disebabkan karena ikan masih dapat  
mentolerir konsentrasi timbel yang diberikan,  setelah diamati secara mikroskopis  
jaringan hati ikan bandeng telah mengalami kerusakan sebagai berikut.  
 
      
 
Gambar 7. 
 
Kondisi histolologi hati ikan bandeng menunjukkan bahwa, A1 dan A2 ; 
Hati ikan bandeng terlihat warna coklat mengandung Timbel (Pb), 
Natrium Rhodizonate (Lingkaran hitam 100x). 
 
A 1 A 2 
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Gambar 8. 
 
Kondisi histolologi hati ikan bandeng menunjukkan bahwa A1 ; Hati 
ikan bandeng terlihat (1) : Vena Sentralis, (2) : Kongesti, (Tanda Panah 
400x) Haematoxilin Eosin. 
 
Berdasarkan hasil pengamatan struktur mikroanatomi hati ikan bandeng 
yang berasal dari Desa Gentung dapat ditemukan pada gambar 7A1 dan 7A2: Ikan 
bandeng menunjukkan bahwa hati ikan terlihat berwarna coklat yang 
menggambarkan pola sebaran deposit logam berat timbel (Pb) yang tersebar 
merata hampir di seluruh jaringan hati dengan pewarnaan Natrium Rhodizonate 
Hasil pengamatan struktur mikroanatomi hati ikan bandeng pada gambar 8A1: 
menunjukkan adanya Vena sentralis, dan Kongesti yang berasal dari Desa 
Gentung dengan konsentrasi timbel (Pb) 3,96 mg/L . Kontaminasi timbel (Pb) 
terhadap hati ikan bandeng dengan konsentrasi 3,96 mg/L mengakibatkan 
terjadinya kerusakan kongesti. Kongesti adalah pembendungan darah yang 
disebabkan karena gangguan sirkulasi yang dapat mengakibatkan kekurangan 
oksigen dan zat gizi. Kongesti pada hati, dimulai dari vena sentralis yang 
kemudian meluas sampai sinusoid yang tersusun tidak teratur dan di dalamnya 
terdapat eritrosit yang diduga akibat pecahnya dinding sinusoid. Vena sentralis 
juga dipenuhi oleh banyak eritrosit akibat adanya penyumbatan pada vena 
hepatika. Apabila pembendungan ini berlangsung cukup lama, maka sel-sel hati 
tampak hilang karena tekanan dan gangguan-gangguan pembawaan zat gizi, hal 
ini disebabkan karena darah yang mengalir dari perifer lobulus hati ke pusat (vena 
sentralis) kebanyakan sudah kehilangan zat-zat gizi sewaktu tiba di pertengahan 
lobulus, sehingga di pertengahan lobulus menjadi kekurangan zat gizi (Ressang, 
1984). 
  
A1 
 
1 
2 
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Gambar 9. 
 
Kondisi histolologi hati ikan bandeng menunjukkan bahwa  A2 : Kondisi 
histologi hati ikan bandeng mengalami Nekrosis Hepatitis. (Tanda Panah 
400x) Haematoxilin Eosin. 
 
Struktur jaringan hati ikan bandeng yang berasal dari Desa Gentung 
dengan konsentrasi 4,32 mg/L, menunjukkan terjadinya nekrosis hepatitis 
(Gambar 9 A2). Menurut Lu (1995), nekrosis adalah terjadinya kematian sel hati. 
Kematian sel terjadi bersama dengan pecahnya membran plasma. Hal ini 
disebabkan jika lemak tertimbun dalam jumlah yang banyak sehingga 
mengakibatkan kematian sel-sel hati. Nekrosis diawali dengan terjadinya reaksi 
peradangan hati berupa pembengkakan hepatosit dan kematian jaringan. Adanya 
kerusakan yang terlihat pada struktur sel hati yang terdapat pada ikan bandeng 
menunjukkan efek dari toksikan yaitu logam berat timbel (Pb) yang terpapar 
terus-menerus pada ikan. Tingkat kerusakan hati dikategorikan menjadi tiga, 
tingkat ringan yaitu perlemakan hati yang ditandai dengan pembengkakan sel. 
Kerusakan tingkat sedang yaitu kongesti dan hemoragi, sedangkan tingkat berat 
ditandai dengan nekrosis (Darmono,1995).  
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Gambar 10. 
 
Kondisi histolologi hati ikan bandeng menunjukkan bahwa, B1 dan B2 ; 
Hati ikan bandeng terlihat warna coklat mengandung Timbel (Pb) 
(lingkaran hitam 100x), Natrium Rhodizonate.  
 
                
 
Gambar 11. 
 
Kondisi histolologi hati ikan bandeng menunjukkan bahwa B1 : Kondisi 
histologi hati ikan bandeng mengalami degenerasi melemak. (Tanda 
Panah 400x) Haematoxilin Eosin. 
 
Berdasarkan hasil pengamatan struktur mikroanatomi hati ikan bandeng 
pada gambar 10 B1 dan 10 B2 yang berasal dari Desa Bontomanai : Ikan bandeng 
menunjukkan bahwa hati ikan terlihat berwarna coklat yang menunjukkan lokasi 
timbel (Pb), yaitu akumulasi timbel (Pb) tidak tersebar merata tetapi tersebar 
secara bergerombol dan acak dengan pewarnaan Natrium Rhodizonate. 
Kontaminasi timbel (Pb) terhadap hati ikan bandeng dengan konsentrasi 1,14 
mg/L memperlihatkan perubahan bentuk, dimana pada sel hati mengalami 
degenerasi lemak (Gambar 11 B1). Sel hati ikan mempunyai bentuk poligonal dan 
mempunyai inti sel umumnya mengakumulasi lemak dan glikogen pada 
sitoplasma. Degenerasi lemak terjadi karena adanya penumpukan lemak (lemak 
netral) dengan kerusakan inti sel dan mengecilnya jaringan sel hati (Panigoro 
B1 
B1 B2 
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dkk., 2007). Ikan bandeng (Chanos chanos Forskall) yang terpapar logam timbel 
(Pb) mengakibatkan hati mengalami degenerasi lemak (Alifia dan Djawad 2000). 
Degenerasi melemak ini ditandai dengan penampakan histologi berupa vakuola-
vakuola. Didukung dengan penelitian Silviany (2004) menyebutkan bahwa ikan 
mas yang terpapar logam timbel (Pb) mengakibatkan hati mengalami degenerasi 
lemak sehingga fungsi hati yang kompleks menjadi hilang. 
Keadaan jaringan yang telah mengalami kerusakan ini disebabkan organ 
hati telah terpapar zat toksik (timbel). Jika zat toksik yang masuk ke dalam tubuh 
relatif kecil atau sedikit dan fungsi detoksifikasi hati baik, maka tidak akan terjadi 
kerusakan, namun apabila zat toksik yang masuk dalam jumlah besar maka fungsi 
detoksifikasi akan mengalami kerusakan.  
 
              
 
Gambar 12. 
 
Kondisi histolologi hati ikan bandeng menunjukkan bahwa B1 : Kondisi 
histologi hati ikan bandeng mengalami degenerasi melemak. (Tanda 
Panah 400x) Haematoxilin Eosin.Gambar 12: Kondisi histolologi hati 
ikan bandeng menunjukkan bahwa B2 ; Hati ikan bandeng mengalami 
degenerasi hidrofilik, (Tanda Panah 400x) Haematoxilin Eosin. 
  
Hasil pengamatan struktur mikroanatomi hati pada gambar 12 B2 yang 
berasal dari Desa Bontomanai dengan konsentrasi timbel (Pb) 0,19 mg/L 
mengalami degenerasi hidrofilik. Degenerasi hidrofik adalah pembengkakan sel 
hati stadium lanjut dimana terlihat adanya ruang-ruang kosong di dalam 
sitoplasma dari sel dengan vakuola tampak membesar sehingga mendesak nukleus 
ke tepi sel. Hal itu kemungkinan terjadi karena rusaknya membran sel akibat 
adanya kontak antara timbel (Pb) dengan membran sel sehingga terjadi degenerasi 
sel.   
Menurut Lu (1995) menyatakan bahwa hati sangat rentan terhadap 
pengaruh zat kimia dan menjadi organ sasaran utama dari zat beracun. Hal ini 
terjadi karena sebagian besar racun atau zat toksik yang masuk ke dalam tubuh 
setelah diserap oleh sel akan dibawa ke hati oleh vena porta hati, sehingga hati 
berpotensi mengalami kerusakan. Kerusakan hati akibat logam berat timbel (Pb) 
disebabkan aktifitas logam tersebut dapat mempengaruhi kerja enzim. Beberapa 
peneliti melaporkan terjadinya perubahan gangguan sistem enzim di dalam hati 
yaitu pada ikan Tautogalobrus adspersus yang dipaparkan kadmium selama 96 
jam menyebabkan aktifitas enzim menurun di dalam hati dan berpotensi 
B2 
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mengalami kerusakan (Gould san karolus, 1974 dalam Darmono, 2001). 
Sedangkan pada ikan Leponis gibbosus yang dipaparkan kadmium akan 
menghambat deposit vitamin B12 dalam hati (Merlini, 1978 dalam Darmono, 
2001). Hal ini sesuai pernyataan Ochiai dalam Connel dan Miller (1995), bahwa 
salah satu mekanisme toksisitas ion logam adalah menahan gugus fungsi biologi 
yang essensial dalam biomolekul, misalnya protein dan enzim. 
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5. PENUTUP 
 
5.1 Kesimpulan 
 
1. Terdapat deposit logam berat timbel (Pb) pada jaringan hati ikan bandeng yang 
menggambarkan pola sebaran akumulasi timbel (Pb) terlihat jelas dengan 
adanya warna coklat yang menunjukkan lokasi timbel (Pb) yang tersebar secara 
merata hampir di seluruh jaringan. Tetapi juga ditemukan akumulasi timbel 
(Pb) yang bergerombol dan tersebar secara acak pada sel jaringan hati ikan 
bandeng. 
2. Dalam penelitian ini, kerusakan gambaran jaringan hati ikan bandeng termasuk 
tingkat kerusakan ringan sampai berat. Tingkat ringan yaitu perlemakan hati 
yang ditandai dengan pembengkakan sel, kongesti dan hemoragi, sedangkan 
tingkat berat ditandai dengan nekrosis. 
 
5.2 Saran 
 
Dari hasil penelitian dan pembahasan dapat disampaikan saran sebagai 
berikut : 
1. Peneliti menyarankan agar dilakukan penelitian terhadap daging ikan bandeng 
yang terkontaminasi logam berat timbel (Pb) untuk melihat adanya kerusakan 
pada jaringan daging yang dilakukan dengan metode histoteknik.  
2. Peneliti menyarankan agar masyarakat lebih berhati-hati dan waspada dalam 
mengkomsumsi ikan hasil budidaya tambak khususnya tambak yang berada di 
jalur lalulintas kendaraan.  
3. Ikan yang terdapat di kolam, sungai, dan tambak di daerah tercemar logam 
berat perlu disosialisasikan kepada masyarakat. 
4. Peneliti menyarankan agar dilakukan pemeriksaan/pengujian terhadap air yang 
diduga tercemar logam berat. 
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 Prosedur Histoteknik Dan Pewarnaan Mayer He Di Laboratorium 
Patologi Balai Besar Veteriner Maros 
 
1. Pengambilan dan Penanganan Spesimen 
Spesimen untuk pemeriksaan histopatologi dimasukkan dalam larutan 
fiksasi (antara lain buffer neutral formalin 10%) dan disimpan terlebih terlebih 
dahulu sekitar 2 hari sebelum dilakukan pemotongan untuk dilanjutkan ke 
pengujian histopatologi. 
 
2. Teknis Pemeriksaan Histopatologis 
2.1 Prinsip 
Pemeriksaan histopatologis merupakan salah satu pemeriksaan 
berdasarkan perubahan morfologi jaringan atau sel terinfeksi agen penyakit. 
Perubahan morfologi jaringan atau sel dapat diamati setelah pewarnaan 
hematoxylin dan eosin dari preparat jaringan terinfeksi. 
 
2.2 Alat 
Peralatan yang digunakan adalah : 
1. Skalpel 
2. Pinset 
3. Gunting 
4. Tempat pemotong jaringan basah 
5. Keranjang tissue processor 
6. Tissue processor 
7. Embedding center 
8. Mikrotom putar 
9. Pisau mikrotom 
10. Pengasah pisau mikrotom 
11. Alat penulis pada gelas 
12. Floatation bath 
13. Dishwarmer 
14. Slide staining racks 
15. Staining jars with lids 
16. Mikroskop 
 
2.3 Bahan 
Bahan kimia yang dipergunakan adalah 
1. Formaldehyde 37 %w/w (Analar) 
2. Chloroform (Analar) 
3. Xylene (Analar) 
4. Toluen  
5. Ethanol 
6. Sodium bicarbonate (Analar) 
7. Magnesium sulphate (Analar) 
8. Paraffin wax (Paraplast plain/MEDOS) 
9. Mayers Hematoxylin dan Eosin (Apendiks 6.2 dan Apendiks 6.3) 
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2.4 Prosedur Histopatologi 
 
2.4.1 Fiksasi 
Sampel jaringan difiksasi dengan Buffered Neutral Formalin (BNF), 
volume Buffered Neutral Formalin (BNF) minimal 10 kali volume 
jaringan. Pada umumnya waktu yang diperlukan untuk fiksasi sempurna 
adalah 48 jam. 
 
2.4.2 Pemotongan Spesimen 
a. Spesimen yang dipilih untuk pemeriksaan, dipotong setebal 0,5-1 cm. 
b. Potongan spesimen dimasukkan dalam keranjang pemprosesan dengan 
disertai dengan label nomor spesimen yang ditulis dengan pensil. 
c. Sisa spesimen dengan Buffered Neutral Formalin (BNF) disimpan 
dalam botol bertutup rapat. Selanjutnya botol ini disimpan berurutan 
dan dibuang apabila telah melebihi 3 bulan dan ditulis dalam formulir 
pemusnahan sampel. 
 
2.4.3 Prossesing dan Embedding 
Embedding cassete yang telah diisi spesimen jaringan dimasukkan 
kedalam tissue processor dengan pengaturan waktu sebagai diuraikan pada 
table 1 dibawah ini. 
 
Tabel. 1. Prosedur tissue processor dan pengaturan waktu. 
No. Proses Reagensia Waktu 
1. Fiksasi Buffer formalin 10% 2 jam 
2. Fiksasi Buffer formalin 10% 2 jam 
3. Dehidrasi Alkohol 70% 1 jam 
4. Dehidrasi Alkohol 90% 1 jam 
5. Dehidrasi Alkohol 100% 1 jam 
6. Dehidrasi Alkohol 100% 2 jam 
7. Dehidrasi Alkohol 100% 2 jam 
8. Clearing Toluen 1 jam 
9. Clearing Toluen 1.5 jam 
10. Clearing Toluen 1,5 jam 
11. Impregnasi Paraffin 2 jam 
12. Impregnasi Paraffin 3 jam 
  Total waktu 20 jam 
Embedding cassette dikeluarkan dari tissue processor dan masukkan 
ke dalam wadah yang telah tersedia pada alat embedding center. 
Keluarkan contoh specimen dari keranjang tissue untuk di blok oleh 
paraffin satu-persatu (agar tidak tertukar no. contoh specimen). Tempatkan 
cetakkan dan keranjang pada sisi kanan dan kiri dispenser paraffin. Contoh 
spesimen diletakkan diatas cetakkan lalu diisi dengan paraffin dengan 
menekan tombol hitam yang telah tersedia pada alat embedding center.  
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Cetakkan diberi nomer sesuai nomer contoh spesimen yang letakkan 
diatas keranjang yang berisi contoh spesimen. Pindahkan cetakan pada 
bagian dingin. Setelah beku (mengeras paraffinnnya) pisahkan cetakan 
dengan keranjang. setelah terpisah pindahkan keranjang siap untuk 
dilakukan pemotongan dengan mikrotom knife. 
 
2.4.4 Pemotongan 
a. Ambil blok jaringan kemudian difiksir pada microtome. Blok jaringan 
dipotong dengan microtome kasar sehingga didapatkan permukaan 
yang rata.  
b. Gunakan pisau mikrotom yang masih tajam, ketebalan potongan 5-6 
mikron. Pilih potongan jaringan terbaik dari pita yang terbentuk. 
c. Potongan yang terpilih direntangkan pada floating out yang bersuhu 
sekitar 40
0
C yang terlebih. Suhu yang ideal akan mengakibatkan 
potongan jaringan merentang sempurna, tidak berkerut.  
d. Taburkan gelatin powder sebanyak 5 gram untuk 100 cc aquadest dan 
biarkan larut sempurna. 
e. Potongan yang bagus, tidak tergores, tidak mengkerut dipilih dan 
diambil dengan gelas slide yang sudah bernomer sesuai dengan nomer 
epi/patologi. 
f. Slide yang berisi tempelan potongan jaringan ditempatkan diatas pelat 
pemanas slide, minimal dua jam.  
 
2.4.5 Pewarnaan 
a. Sebelum pewarnaan dilakukan, semua bahan pewarna harus diperiksa 
kejernihannya dan disesuaikan dengan jadwal penggantian yang 
tersedia (3 kali penggunaan setiap pemakaian). 
b. Tahapan pewarnaan: 
 
Tabel 2. Tahap Pewarnaan Mayers Hematoxylin Eosin 
No. Reagensia Waktu 
1. Xylol I 2 menit 
2. Xylol II 2 menit 
3. Alkohol 100% I 1 menit 
4. Alkohol 100% II 1 menit 
5. Alkohol 95% I 1 menit 
6. Alkohol 95% II 1 menit 
7. Mayer’s  Haematoxylin 15 menit 
8. Rendam dalam Tap Water 20 menit 
9. Masukkan dalam Eosin 15 detik -2 menit 
10. Alkohol 95 %   III 2 menit 
11. Alkohol 95 %  IV 2 menit 
12. Alkohol 100%  III 2 menit 
13. Alkohol 100%  IV 2 menit 
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14. Akohol 100%V 2 menit 
15. Xylol  III 2 menit 
16. Xylol IV 2 menit 
17. Xylol  V 2 menit 
Setelah selesai pewarnaan dilakukan coverslipping, siapkan coverslips 
secukupnya sesuai dengan jumlah preparat yang baru saja diwarnai lalu 
teteskan 1-2 tetes “entellan” pada tiap coverslip. balik dan tutupkan pada 
slide preparat yang baru saja diwarnai, cegah jangan sampai terbentuk 
gelembung udara, biarkan preparat yang sudah tertutup dengan coverslip 
lalu dibiarkan sampai mengering sempurna. Bersihkan slide glass dengan 
xylol lalu berilah nomor sesuai dengan nomor yang ada dietiket slide glass 
tersebut dan siap untuk diperiksa di bawah mikroskop cahaya. 
 
2.4.5 Pemeriksaan Mikroskopik 
Pemeriksaan mikroskopik dilakukan d bawah mikroskop untuk 
melihat perubahan morfologis dari contoh spesimen yang diperiksa. Hasil 
pemeriksaan mikroskopik dicatat lalu dimasukkan dalam program 
komputer yang telah tersedia untuk diberikan jawaban diagnosa definitif 
dan dikirim ke bagian Epidemiologi 
 
 Lampiran  Proses Histoteknik 
 
1. Persiapan 
 
Sebelum jaringan tubuh diambil beberapa pesiapan perlu dilakukan yang 
terdiri atas :  
1. Persiapan alat dan bahan/cairan 
Perangkat peralatan yang harus dipersiapkan untuk melakukan isolasi atau 
pengambilan jaringan tubuh terdiri atas peralatan bedah minor (gunting, pinset, 
scalpel, klem, pemegang jaringan, kassa, dll), meja operasi, lampu, peralatan 
anestesi (disposible syringe, sungkup/masker anestesi) dan obat anestesi (eter, 
ketalar, phenobarbital dll) serta perangkat pengawetan jaringan (fiksasi 
jaringan) seperti wadah untuk fiksasi emersi, cairan fiksasi (Formol salin, 
Muller, Bouin, Zenker dll), peristaltik pump/syringe pump untuk fiksasi 
supravital dan lain-lain  
2. Persiapan sampel 
Untuk jaringan yang diambil dari kadaver, jaringan segera diambil dan 
dimasukkan kedalam cairan fiksasi. Pada penelitian ini jaringan diambil dari 
cadaver yang sudah disimpan dalam formalin p.a 10% 
 
2. Pelaksanaan 
 
Untuk jaringan yang berasal dari kadaver dan dari jaringan operasi, 
jaringan yang telah diambil langsung dimasukkan kedalam wadah yang berisi 
cairan fiksasi.  
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 Fiksasi (Fixation) 
 
Dasar dari pembuatan sajian histologi yang baik adalah melakukan fiksasi 
yang benar. Kesalahan yang dilakukan pada tahap fiksasi tidak akan pernah dapat 
diperbaiki lagi pada tahapan selanjutnya. Jadi hasil akhir sajian histologi yang 
baik sangat tergantung pada cara melakukan fiksasi dengan baik.  
Tujuan dari fiksasi adalah untuk:  
1. Mengawetkan jaringan. 
Fiksasi bertujuan untuk mempertahankan susunan jaringan agar mendekati 
kondisi seperti sewaktu hidup.  
2. Mengeraskan jaringan  
Fiksasi bertujuan untuk mengeraskan jaringan terutama jaringan lunak 
agar memudahkan pembuatan irisan tipis. 
Dalam melakukan fiksasi dibutuhkan larutan pengawet, pada penelitian ini 
dilakukan dengan menggunakan larutan formalin. Larutan formalin merupakan 
cairan fiksasi yang paling umum digunakan. Larutan formalin yang digunakan 
adalah formalin 10%. Formula yang digunakan adalah formalin (40% 
formaldehida) sebanyak 10 ml dan air sebanyak 90 ml 
Formalin terutama terdapat dalam bentuk polimer dari formaldehida. 
Bentuk ini tak dapat digunakan untuk fiksasi. Yang dapat digunakan adalah 
bentuk monomernya. Untuk menghasilkan formalin dalam bentuk monomer 
diperlukan waktu, kecuali bila pH larutan netral atau sedikit alkalis, karena 
kecepatan depolarisasi tergantung pada pH. Jadi jangan sekali-kali menggunakan 
formalin 10% yang baru dibuat karena jaringannya keburu membusuk sebelum 
terfiksasi dengan baik. Selain itu formalin bersifat asam karena mengandung asam 
formiat akibat oksidasi formaldehida. 
Cairan fiksatif formalin akan mengawetkan struktur halus (fine structure) 
dengan sangat baik, phospholipid dan beberapa ensim. Cairan ini sangat 
dianjurkan untuk dipakai pada penelitian gabungan secara sitokimia dan 
mikroskop elektron. Untuk mendapatkan hasil yang terbaik jaringan harus di 
dinginkan sampai 4 derajat Celsius dalam refrigerator. 
 
 Dehidrasi 
 
Dehidrasi merupakan langkah ke dua dalam pemerosesan jaringan. Proses 
ini bertujuan untuk mengeluarkan seluruh  cairan yang terdapat dalam jaringan 
yang telah difiksasi sehingga jaringan nantinya dapat diisi dengan parafin atau zat 
lainnya yang dipakai untuk membuat blok preparat. Hal ini perlu dilakukan karena 
air tidak dapat bercampur dengan cairan parafin atau zat lainnya yang dipakai 
untuk membuat blok preparat. Ada beberapa macam cairan yang dapat dipakai 
untuk proses dehidrasi dan pada penelitian ini menggunakan cairan alkohol 
dengan metode bertahap menggunakan alkohol dengan konsentrasi yang makin 
meningkat secara lebih perlahan yaitu : 
1. alkohol 70% yang direndam selama 1 hari 
2. alkohol 80% yang direndam selama 1 hari 
3. alkohol 90% yang direndam selama 1 hari 
4. alkohol 95% yang direndam selama 1 hari 
5. alkohol 95%  yang direndam selama 1 hari 
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6. alkohol 100% yang direndam selama 1 hari 
7. alkohol 100% yang direndam selama 1 hari 
Alkohol yang sudah dipakai dapat dimurnikan denga cara memasukkan 
cuprisulfat (CuSO4) kedalamnya. Cuprisulfat yang bewarna putih (tak 
mengandung air) akan berubah menjadi biru (mengandung air). Ganti cuprisulfat 
beberapa kali hingga warnanya tetap putih walaupun telah disimpan beberapa 
hari. Cuprisulfat yang telah bewarna biru karena mengandung air dapat di 
hilangkan airnya dengan cara dipanaskan.  
 
 Clearing 
 
Pembeningan adalah suatu tahap untuk mengeluarkan alkohol dari 
jaringan dan menggantinya dengan suatu larutan yang dapat berikatan dengan 
parafin. Jaringan tidak dapat langsung dimasukkan ke dalam parafin karena 
alkohol dan parafin tidak bisa saling melarutkan. Proses mengeluarkan alkohol 
dari jaringan ini sangat krusial karena bila di dalam jaringan masih tertinggal 
sedikit alkohol maka parafin tidak bisa masuk kedalam jaringan sehingga jaringan 
menjadi “ matang diluar, mentah di dalam” dan akan menyebabkan jaringan 
menjadi sulit untuk dipotong dengan mikrotom. Bahan atau reagen pembening 
yang paling sering dipakai adalah  sebagai berikut : 
1. chloroform 
2. benzene/benzol 
3. xylene/xylol 
4. cedar wood oil 
5. benzil benzoat 
6. methyl benzoat 
 
 Pembenaman (Embedding/Impregnasi) 
 
 Pembenaman (impregnasi) adalah proses untuk mengeluarkan cairan 
pembening (clearing agent) dari jaringan dan diganti dengan parafin. Pada tahap 
ini jaringan harus benar-benar bebas dari cairan pembening karena sisa cairan 
pembening dapat mengkristal dan sewaktu dipotong dengan mikrotom akan 
menyebabkan jaringan menjadi mudah robek. Zat pembenam (impregnasi agent) 
yang dipakai adalah : 
1. Paraffin cair panas yang mempunyai temperatur lebur (Melting temperature) 
kira-kira 56-59 C 
2. Parafin histotek khusus (Tissue mat) dengan suhu 56C 
3. Paraplast yaitu campuran parafin murni dengan beberapa polimer plastik.  
Keuntungan memakai parafin dengan titik lebur rendah adalah jaringan 
tidak mudah menjadi rapuh/garing. Parafin dengan titik lebur rendah biasanya 
dipakai untuk jaringan embrional. Keuntungan memakai paraplast adalah sifat 
parafinnya lebih elastis sehingga tidak mudah sobek ketika dipotong dengan 
mikrotom dan dapat dipotong lebih mudah. Proses pembenaman sebagai berikut : 
1. Jaringan dibenamkan ke dalam parafin/paraplast I selama 2 jam 
2. Jaringan kemudian dipindahkan kedalam parafin/paraplast II selama 1 jam  
3. Akhirnya jaringan dimasukkan kedalam parafin/paraplast III selama 2 jam. 
4. Setelah pembenaman proses dapat dilanjutkan dengan pengecoran/bloking 
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 Blocking 
 
Pengecoran (Blocking) adalah proses pembuatan blok preparat agar dapat 
dipotong dengan mikrotom. Untuk membuat blok preparat dapat digunakan 2 
macam cara yaitu : 
1. Cara lama yaitu dengan menggunakan potongan besi berbentuk L (Leuckhart) 
buah potongan besi disusun diatas lembaran logam hingga rapat dan 
membentuk ruang seperti kubus. Tuangkan sedikit parafin cair di bagian 
pinggir tempat pertemuan potongan besi agar tak bocor. Jaringan kemudian 
dimasukkan ke dalam ruangan kubus. Selanjutnya parafin dituangkan kedalam 
ruangan kubus tersebut. Hal yang harus dicegah adalah jangan sampai 
gelembung udara mengisi kedalam blok parafin tersebut.  
2. Cara baru yaitu dengan menggunakan cetakan dari plastik dan piringan logam. 
Dengan cara ini histoplate dari plastik diletakkan di atas piringan logam 
(seperti cetakan membuat es batu). Tuangkan sedikit cairan parafin ke dalam 
cetakan tersebut. Secepatnya masukkan jaringan dengan menggunakan pinset 
yang telah dipanaskan (agar parafin tak beku) dan diatur posisinya di dalam 
cetakan. Parafin cair kemudian dituangkan kembali hingga menutupi seluruh 
cetakan tersebut. Selama tindakan ini cetakan (histoplate dari plastik) dan 
piringan logam harus diletakkan diatas hot plate.  
 
 Pemotongan (Sectioning) 
Pemotongan (mounting) adalah proses pemotongan blok preparat dengan 
menggunakan mikrotom. Sebelum melakukan pemotongan dilakukan serangkaian 
persiapan yang harus dilakukan : 
1. Persiapan pisau mikrotom. 
Pisau mikrotom harus diasah sebelum dipakai agar jaringan dapat dipotong 
dengan baik dan tidak koyak sehingga didapatkan jaringan yang baik. Pisau 
mikrotom kemudian diletakan pada tempatnya di mikrotom dengan sudut 
tertentu. 
Rekatkan blok parafin pada holder dengan menggunakan spatula atau scalpel. 
Letakkan tempat duduk blok parafin beserta blok preparat pada tempatnya pada 
mikrotom. 
2. Persiapan Kaca Objek. 
Kaca objek yang akan direkatkan preparat harus telah dicoated (disalut) dengan 
zat perekat seperti albumin (putih telur), gelatin atau tespa. 
3. Persiapan Waterbath atau wadah berisi air hangat dengan temperatur 37-400C 
4. Persiapan sengkelit atau kuas 
 
Tekhnik pemotongan parafin yang mengandung preparat adalah sebagai berikut :  
1. Rekatkan blok parafin yang mengandung preparat pada tempat duduknya di 
mikrotom. Tempat duduk blok parafin beserta blok parafinnya kemudian 
diletakkan pada pemegangnya (holder) pada mikrotom dan dikunci dengan 
kuat.  
2. Letak pisau mikrotom pada tempatnya dan atur sudut kemiringannya. Biasanya 
sudut kemiringan berkisar 20-30 derajat.  
3. Atur ketebalan potongan yang diinginkan, biasanya dipakai ketebalan antara 5-
7 mikrometer 
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4. gerakkan blok preparat ke arah pisau sedekat mungkin dan potonglah blok 
preparat secara teratur dan ritmis. Buang pita-pita parafin yang awal tanpa 
jaringan  hingga kita mendapatkan potongan yang mengandung preparat 
jaringan 
5. Pita parafin yang mengandung jaringan lalu dipindahkan secara hati-hati 
menggunakan sengkelit atau kuas kedalam waterbath yang temperaturnya 
diatur 37-40C dan biarkan beberapa saat hingga poita parafin tersebut 
mengembang. 
6. Setelah pita parafin terkembang dengan baik, tempelkan pita parafin tersebut 
pada kaca objek yang telah dicoated dengan cara memasukkan kaca objek itu 
kedalam waterbath dan menggerakkannya ke arah pita parafin. Dengan 
menggunakan sengkelit atau kuas pita parafin ditempelkan pada kaca objek. 
Setelah melekat kaca objek digerakkan keluar dari waterbath dengan hati-hati 
agar pita parafin tidak melipat.  
7. Letakkan kaca objek yang berisi pita parafin di atas hotplate dengan temperatur 
40-45C, biarkan selama beberapa jam. Cara lainnya adalah dengan melewatkan 
kaca objek di atas api sehingga pita parafin melekat erat di atas kaca objek. 
8. Setelah air kering dan pita parafin telah melekat dengan kuat, simpan kaca 
objek berisi potongan parafin dan jaringan sampai saatnya untuk diwarnai.  
 
 Pewarnaan (Staining) 
Pewarnaan adalah proses pemberian warna pada jaringan yang telah 
dipotong sehingga unsur jaringan menjadi kontras dan dapat dikenali / diamati 
dengan mikroskop. Proses timbulnya warna terkait dengan terjadinya ikatan 
antara molekul tertentu yang terdapat pada daerah dan struktur jaringan yang 
tertentu. Sinar dengan panjang gelombang tertentu yang terdapat dalam sinar yang 
berasal dari cahaya matahari atau lampu mikroskop yang dipaparkan pada sajian 
yang telah diwarnai akan diabsorpsi (diserap)  atau diteruskan. Zat warna yan 
terikat pada jaringan akan menyerap sinar dengan panjang gelombang tertentu 
sehingga jaringan tersebut akan tampak berwarna.  
Pelarut yang umum dipakai dalam proses pewarnaan adalah air dengan 
derajat keasaman yang netral  (pH 7). Disamping itu juga dapat digunakan cairan 
pelarut lainnya seperti etilalkohol (etanol) dengan derajat konsentrasi yang 
bervariasi. Bila tidak ada keterangan dalam proses pelarutan yang menggunakan 
alkohol berarti konsnetrasi alkohol yang digunakan adalah alkohol absolut dengan 
konsentrasi 99.9%. 
Pulasan (pewarna) yang sering digunakan secara rutin adalah pewarnaan 
yang dapat digunakan untuk memulas inti dan sitoplasma serta jaringan 
penyambungnya yaitu pulasan hematoksilin-eosin (HE). Pada pulasan HE 
digunakan 2 macam zat warna yaitu hematoksilin yang berfungsi untuk memulas 
nti sel dan memberikan warna biru (basofilik) serta eosin yang merupakan 
counterstaining hematoksilin, digunakan untuk memulas sitoplasma sel dan 
jaringan penyambung dan memberikan warna merah muda dengan nuansa yang 
berbeda.   
Hematoksilin merupakan zat warna alami yang pertama kali dipakai tahun 
1863. Hematoksilin akan mengikat inti sel secara lemah, kecuali bila ditambahkan 
senyawaan lainnya seperti alumunium, besi, krom dan tembaga. Senyawaan 
hematoksilin yang dipakai adalah bentuk oksidasinya yaitu hematein. Proses 
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oksidasi senyawaan hematoksilin ini dikenal sebagai Ripening dan dapat 
dipercepat prosesnya dengan menambahkan senyawaan yang bertindak sebagai 
oksidator seperti merkuri oksida, hidrogen peroksida, potassium permanganat dan 
sodium iodat.  
Selama proses oksidasi berlangsung kemampuan hematoksilin utuk 
mewarnai inti sel akan terus berlangsung dan akan berkurang bila proses oksidasi 
telah selesai. Untuk memperpanjang proses ini larutan hematoksilin dapat 
disimpan dalam wadah tertutup dan disimpan dalam ruangan gelap. Dalam 
kondisi terpapar oleh cahaya sebaiknya larutan diganti sekurangnya seminggu 
sekali. Jenis hematoksilin yangsering dipakai adalah mayer, delafied, Erlich, 
Bullard dan Bohmer, sedangkan counterstaining yang dipakai adalah eosin, 
safranin, dan phloxine.  
Pada percobaan ini pewarnaan yang dipakai adalah pewarnaan Mayer 
hematoksilin-eosin. Pewarnaan ini banyak dipakai dengan beberapa 
pertimbangan:  
1. Differensiasi warna sangat jelas 
2. Mewarnai inti sel dengan baik dan jelas dengan background yang tidak 
bewarna 
3. Hasil konsisten 
4. Prosedurnya sederhana 
5. Dapat mewarnai preparat yang difiksasi dengan fiksasi apapun juga  
6. Prosedur yang dipakai adalah sebagai berikut 
a. Deparafinisasi dengan xylol (2x2 min) 
b. Hidrasi dengan serial Alkohol 100% (2x2 min) – 95% (2min) – 90% (2 min) 
– 80% (2 min) - 70% (2min) – Distilled water (3min)  
c. Inkubasi dalam larutan hematoksilin Mayers selama 15 min 
d. Cuci dalam air mengalir selama 15-20menit 
e. Observasi di bawah mikroskop, bila masih terlalu biru cuci lagi di air 
mengalir selama beberapa menit. Bila sudah cukup warnanya lanjutkan ke 
langkah selanjutnya 
f. Counterstaining dalam larutan Eosin working solution selama 15 detik 
hingga 2 menit tergantung pada umur eosin dan kedalaman warna yang 
diinginkan  
g. Dehidrasi dalam serial alkohol dengan gradasi meningkat perlahan mulai 
70% hingga 100% masing-masing 2 menit. 
h. Jernihkan dan dealkoholisasi dalam xylol 2x2min 
i. Tutup dengan balsem kanada atau entelan 
7. Hasil/ Interpretasi adalah : 
a. Inti sel bewarna biru  
b. Sitoplasma bewarna kemerahan dengan adanya beberapa variasi warna pada 
komponen tertentu.  
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 Metode Pewarnaan Rhodizonate untuk garam Timbal 
a. Fiksasi : hindari pemakaian merkuri yang mengandung fiksasi. Tulang yang 
mengandung garam timbel dapat didekalsifikasi dalam 5-10% asam sulfat 
yang mengandung 5-10% natrium sulfat. Prosedur ini harus mengubah 
deposit timah menjadi tidak dapat larut timbale sulfat. 
b. Bagian : paraffin 
c. Solusi :  
- Natrium Rhodizonate 100 mg 
- Ditilled air 50 ml 
- Glacial asam asetat 0,5 ml 
- 0,05 hijau FCF asam asetat 
d. Metode : 
- Bagian untuk destilled air 
- Tempat dalam larutan rhodizonate selama 1 jam 
- Bilas dengan baik dalam air suling 
- Conterstain di 0,05 % hijau cepat berair 0,2% asam asetat selama 1 
jam 
- Bilas dalam tiga perubahan air suling 
- Dehidrasi, jelas dan memotong 
e. Hasil : 
- Garam timah = hitam 
- Backround = hijau 
Catatan :  
- Metode ini bergantung pada setiap garam timbel hadir membentuk senyawa 
kelat merah ketika diobati dengan agen kelat natrium rhodizonate 
- Metode ini dapat dilakukan dengan menggunakan oven microwave dengan 
memanaskan solusi untuk 60-65ºC dan memungkinkan  slide untuk tetap dalam 
larutan dipanaskan selama 5 menit. 
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 Lampiran  Foto Preparasi Sampel 
 
  
(a) (b) 
  
(c) (d) 
(a) pengukuran panjang ikan bandeng (b) nekropsi ikan dan memisahkan organ vicera 
dan daging (c) daging ikan yang telah dipsahkan (d) organ vicera yang langsung 
difiksasi dalam larutan formalin 10%. 
Lampiran  Hasil Pengukuran Panjang dan lebar Ikan Bandeng (Chanos 
chanos) 
 
     Kode Sampel                                    Panjang  (cm)                  Lebar (cm) 
   Desa Gentung A1                                    27                                  8,5 
Desa Gentung A2                                    28                                    8 
Desa Gentung A3                                    27                                    8 
Desa Bontomanai B1                              20                                  6,5 
Desa Bontomanai B2                              22                                  6,5 
Desa Bontomanai B3                   23                                    7 
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8. Lampiran Foto Lokasi Penelitian 
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(a) (b) 
 
(c) 
 
Stasiun golongan (A) Area tambak desa Gentung di Kecamatan Labakkang Kabupaten 
Pangkep (a) tambak dekat jalan, (b) aliran sungai sekitar tambak dan (c) pengambilan 
sampel.  
 
 
  
(a) (b) 
 
Stasiun golongan (B) Area tambak desa Bontomanai di Kecamatan Labakkang 
Kabupaten Pangkep (a) area tambak , (b) pengambilan sampel 
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